PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLICA DEL ECUADOR
FACULTAD DE MEDICINA

CARRERA DE BIOQUIMICA CLINICA

TRABAJO DE TITULACION PREVIA A LA OBTENCION DEL TITULO DE
BIOQUIMICA CLINICA

TITULO

“IDENTIFICACION DE Bordetella pertussis y Bordetella parapertussis A PARTIR DE
MUESTRAS NASOFARINGEAS PRESERVADAS EN EL INSTITUTO NACIONAL DE
INVESTIGACION EN SALUD PUBLICA, MEDIANTE CULTIVO Y REACCION EN
CADENA DE LA POLIMERASA, 2018~

AUTORA DE LA DISERTACION

Saidy Liceth Vasconez Noguera

DIRECTOR

Mtr. José Eduardo Villacis Acufia

QUITO, 2018



DECLARACION Y AUTORIZACION

Yo, Saidy Liceth Vasconez Noguera, C.I. 1400676498; autora del trabajo de graduacion
titulado: “IDENTIFICACION DE Bordetella pertussis y Bordetella parapertussis A
PARTIR DE MUESTRAS NASOFARINGEAS PRESERVADAS EN EL INSTITUTO
NACIONAL DE INVESTIGACION EN SALUD PUBLICA, MEDIANTE CULTIVO Y
REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA, 2018”, previa a la obtencion del grado
académico de BIOQUIMICA CLINICA en la FACULTAD DE MEDICINA:

1.- Declaro tener pleno conocimiento de la obligacion que tiene la Pontificia Universidad
Catolica del Ecuador, de conformidad con el articulo 144 de la Ley Organica de Educacion
Superior, de entregar a la SENESCYT en formato digital una copia del referido trabajo de
graduacion para que sea integrado al Sistema Nacional de Informacion de la Educacion

Superior del Ecuador para su difusion publica respetando los derechos de autor.

2.- Autorizo a la Pontificia Universidad Catolica del Ecuador a difundir a través de sitio web
de la Biblioteca de la PUCE el referido trabajo de graduacion, respetando las politicas de

propiedad intelectual de la Universidad.

oA ]
7 1/ /

” Drsrdag S
L.{..‘a.{(/’ 7/ ,’/.

—
== ~/

SAIDY LICETH VASCONEZ NOGUERA
C.I. 1400676498 |




DEDICATORIA

A Dios, por haberme dado sabiduria y fuerza para lograr mis objetivos, por su eterno amor y
bondad.

A mis padres, Néstor y Miriam, por su incondicional apoyo, por ser el pilar fundamental en
todo lo que soy, quienes a pesar de la distancia siempre fueron mi motivacion constante para

Ser una mejor persona.

A mis hermanos Danilo, Marly y Shary por ser un gran ejemplo de disciplina y esfuerzo, por

sus palabras de aliento y siempre cuidar de mi.

A mi novio David, por compartir cada momento de alegria y tristeza, por su paciencia, carifio

e infinito apoyo que siempre supo brindarme durante todo este camino.

A mis amigos, por todos los suefios y anhelos que compartimos en esta maravillosa etapa de

mi vida.

jGracias a ustedes!

Saidy Vasconez N.



AGRADECIMIENTO

Agradezco a la PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLICA DEL ECUADOR, en especial a la
Facultad de Medicina, carrera de BIOQUIMICA CLINICA de la cual me siento muy orgullosa

de pertenecer, por su formacion humanistica y profesional.

Al INSTITUTO NACIONAL DE INVESTIGACION EN SALUD PUBLICA, de manera especial
al Centro de Referencia Nacional de Resistencia Antimicrobiana por su predisposicién y
absoluta colaboracion para la realizacion de este trabajo. De la misma manera, mi
agradecimiento al Laboratorio de Influenza, a la Dra. Ma. Angélica Becerra y Bg. Ma. José
Gallardo por brindarme su confianza y guiarme a través de sus conocimientos en la ejecucion

del estudio.

Le agradezco a mi director de tesis, Mtr. José Eduardo Villacis por haber confiado en mi e
inspirarme perseverancia para alcanzar mis objetivos, por brindarme su valiosa colaboracion

y orientacion para el desarrollo de este trabajo.

Mi gratitud a mis maestros, por encender la imaginacién e inspirar amor por el aprendizaje,

por su paciencia, amistad y disciplina.

A mis queridos amigos, Christian, Daniela, Andrea, Pamela; en especial a Katherine J. por

ser una gran amiga y compafiera, por su total apoyo a lo largo de este proyecto.

Saidy Vasconez N.



RESUMEN

Introduccion: En los Gltimos afios se ha observado un aumento de la incidencia de tosferina,
declarada reemergente por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). Bordetella pertussis
es el agente causal de esta enfermedad, que afecta principalmente a poblacion pediatrica no
vacunada; mientras que Bordetella parapertussis ocasiona un cuadro clinico similar
indistinguible de tosferina. A pesar de la alta cobertura de vacunacion, pertussis sigue siendo
un problema de salud publica a nivel mundial, con aproximadamente 140. 000 casos reportados
anualmente. Aunque Bordetella pertussis no requiere un medio de cultivo complejo, resulta
dificil de cultivar ya que se ve afectado por una serie parametros. Por lo que, el objetivo de este
estudio es evaluar el aporte de las distintas metodologias de laboratorio a fin de satisfacer la
necesidad de resultados rapidos y de alta especificidad. Metodologia: En este estudio se
analizaron 86 muestras nasofaringeas, mantenidas en condicion de refrigeracion, con sospecha
de tosferina para su confirmacion mediante cultivo, amplificacion de genes especificos 15481
y ptxA-Pr para Bordetella pertussis, e 1IS1001 para Bordetella parapertussis por PCR de punto
final. Ademas, se desarrollaron ensayos de PCR en tiempo real a través de las secuencias 15481
e 1S1001. Resultados: La frecuencia de Bordetella pertussis detectada mediante la técnica de
PCR de punto final fue del 41%, mayor a la frecuencia registrada por cultivo microbiol6gico
del 23%; mientras que Bordetella parapertussis no fue aislada por cultivo, pero mediante las
técnicas moleculares se obtuvo un caso de co-infeccién por ambos microorganismos. El
método de PCR de punto final present6 una sensibilidad del 79% y especificidad del 71% para
la deteccion de Bordetella pertussis y Bordetella parapertussis en comparacion con el cultivo,
técnica gold estandar. Ademas, se encontrd relacion estadisticamente significativa entre la fase
de la enfermedad (paroxistica) y la deteccion mediante cultivo desde el dia 1 al 15 del inicio
de sintomas. Conclusiones: Se registré6 mayor frecuencia de casos sospechosos de tosferina
del 65% para el rango de edad de 0 a 3 meses con predominio del sexo masculino. La relacion
entre la técnica de cultivo y PCR de punto final indica un 41% de aumento en la sensibilidad
de la prueba molecular respecto al método gold estandar. Al ser Bordetella pertussis un
microorganismo de crecimiento lento se necesitan ensayos que no se basen sélo en
microorganismos viables y dado que la sensibilidad del cultivo se ve afectado por una serie de
factores relacionados al estado de vacunacion, tratamiento antibidtico, etapa de la enfermedad,
entre otras; es por ello, que la implementacién de la técnica molecular de PCR tanto

convencional como en tiempo real necesita consolidarse a traves protocolos estandarizados,



que requiere de la amplificacion de 4 regiones del genoma 15481, ptxA-Pr, 1S1001 e h1S1001

con la finalidad de mejorar la sensibilidad y especificidad diagnostica.

Palabras claves: tosferina, Bordetella pertussis, Bordetella parapertussis, cultivo, PCR.



ASTRACT

Introduction: In the last few years, an increased incidence of Whooping Cough has been
observed, which was declared as a re-emergent disease by the World Health Organization
(WHO). The causal agent of this disease is Bordetella pertussis; mainly affecting unvaccinated
pediatric population; and Bordetella parapertussis infection which causes pertussis-like illness.
Besides the high coverage of vaccination, pertussis remains as a global health problem, with
approximately 140,000 new cases reported annual. Despite Bordetella pertussis doesn’t need
a complex culture medium, it is difficult to cultivate because it is affected by some parameters.
The aim of this study is to evaluate different laboratory methodologies to detect Bordetella
pertussis on primary clinical specimens with the purpose of satisfy the necessity of faster
results and high specificity. Methodology: In this study, 86 nasopharyngeal samples,
maintained in a refrigerated condition, were analyzed and confirmed by culture, specific gene
amplification: 15481 and ptx-A were the specific genes for Bordetella pertussis; 1S1001 was
the gene chosen for the detection of Bordetella parapertussis using traditional PCR; assays
using real-time PCR with the 1S481 and 1S1001 sequences were also performed. Results: The
frequency of Bordetella pertussis with culture methods and phenotypic test was 23% while the
frequency using PCR assay was 41%. One case of coinfection was detected using molecular
techniques. The sensitivity of PCR assay was 79% and the specificity was 71% for the detection
of both Bordetella pertussis and parapertussis, in comparison with the culture method, gold
standard technique. In addition, a statistically significant relationship was found between the
paroxysmal phase of the disease and the detection of bacteria by culture in the first 15 days of
symptoms. Conclusions: A higher frequency of suspected cases of Whooping Cough were
registered in the age range from 0-3 months (65%) with predominance in males (55%). The
relation between culture method and traditional PCR shows an increase in sensitivity in 41%
of the molecular method against culture which is the gold standard; Bordetella pertussis is a
low growing microorganism, methods that are not only based on living microorganism are
required and as the sensitivity of the culture method is affected by some factors related to the
state of vaccination, antibiotic treatment, stage of the disease, among others; that is why the
implementation of a traditional and real time molecular method needs to consolidate through
standardized protocols that requires the amplification of 4 genome regions 1S481, ptxA-Pr,
1S1001 and h1S1001 in order to improve sensitivity and specificity of molecular diagnosis.

Keywords: Whooping Cough, Bordetella pertussis, Bordetella parapertussis, culture, PCR.
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CAPITULO |

1.1 INTRODUCCION

Las especies pertenecientes al género Bordetella son cocobacilos Gram negativos, aerobios
estrictos, no fermentadores de carbohidratos que pueden ser no mdtiles y motiles en algunas
especies (Pfaller et al., 2015). Bordetella cuenta con 9 especies, siendo Bordetella pertussis,
Bordetella parapertussis, Bordetella bronchiseptica y Bordetella holmesii consideradas de
importancia clinica y que han sido asociadas con infecciones respiratorias en humanos y otros
mamiferos (Mooi et al., 2012; Leber, 2014; Sanden & Weyant, 2015).

Las especies patdgenas de Bordetella son consideradas altamente contagiosas, se transmiten
por inhalacién de gotas o aerosoles infecciosos de secreciones del tracto respiratorio con una
tasa de transmisién del 90% y una dosis infecciosa de alrededor de 100 UFC (Gentile, 2010;
Kilgore, Salim, Zervos, & Schmitt, 2016). Bordetella pertussis es un patdgeno humano estricto,
de reservorio animal o ambiental desconocido (Mattoo & Cherry, 2005). En la actualidad este
microorganismo es un importante patégeno mundial, que afecta a neonatos, nifios y adultos
(Kilgore, Salim, Zervos, & Schmitt, 2016). Sin embargo, los nifios no inmunizados son el grupo
mas vulnerable para adquirir la enfermedad, sufrir complicaciones e incluso la muerte (Public
Health England, 2016).

Bordetella pertussis es el agente etioldgico responsable de la tosferina o tos convulsiva,
enfermedad infecciosa aguda que afecta a la via aérea baja, presente con mayor gravedad en
nifios menores de un afio (Murray, Ronsenthal, & Pfaller, 2014). Por su elevada posibilidad de
contagio y distribucion universal es considerada una enfermedad de notificacion obligatoria
(Corres, 2016). En ocasiones, otras especies como Bordetella parapertussis, Bordetella
bronchiseptica y Bordetella holmesii originan un cuadro clinico similar a tosferina conocido
como Sindrome Coqueluchoide, lo que extiende su diagnostico diferencial y dificulta la

confirmacion de tosferina (Santos Garcia, 2015).

La OMS ha notificado entre 15. 000 y 34. 000 casos anuales de tosferina a nivel global (WHO,
2012). En el 2014, se reportaron 32. 971 casos de tosferina, lo que representa un incremento

del 15 % en comparacion con los 28. 639 casos registrados en el 2013 (CDC, 2015). Esta

1



enfermedad ha aumentado su incidencia en Sudamérica, al duplicar la frecuencia de casos
(Faulkner et al., 2011). En el 2012 se notificaron 48. 277 casos de tosferina en Estados Unidos,
superando los niveles observados desde 1995 (Torres & L., 2015).

Pese a la introduccion de las campafas de vacunacion en los afios 50, la enfermedad sigue
siendo una infeccion comdn, con incremento de casos en varios paises (Vittucci et al., 2016).
En Perd, en el 2012 un estudio revel6 que la incidencia de casos de tosferina se encuentra
asociada a una inmunidad decreciente inducida por la vacuna y la divergencia genética entre la
cepa productora de la vacuna y los aislados de Bordetella pertussis (Bailon, Ledn-Janampa,
Padilla, & Hozbor, 2016).

Aunque en Ecuador se presentan los registros mas bajos de la region, se observa un incremento
notable de la enfermedad, un estudio realizado en la provincia de Guayas manifiesta una tasa
de prevalencia de casos positivos para Bordetella pertussis de 4,34 por cada 100.000 habitantes
(Aveiga Suarez, 2015); sin embargo, si se refuerza la captacion y el diagnostico de casos
sospechosos de tosferina se obtendria un aumento considerable, siendo la causa mas probable

la baja cobertura de vacunacion en el pais (PAI, 2017).

Actualmente, se han notificado nuevos eventos de tosferina por el Sistema de Vigilancia
Epidemioldgica del pais (SIVE-Alerta), los casos confirmados por laboratorio pertenecen a la
provincia de Pichincha y evidencian que el grupo de edad mas afectado se encuentra entre 0 a
11 meses. En el afio 2015, se han reportado 7 casos confirmados de tosferina, mientras que, en

el 2016 se observa un incremento de 14 casos (MSP, 2017).

Debido a la importancia que presenta Bordetella pertussis y Bordetella parapertussis a nivel
clinico, principalmente en poblacion pediatrica y el interés por reforzar la metodologia de
identificacion para dichos microorganismos, se plantea la siguiente pregunta de investigacion:
¢Cuél es la validez del cultivo microbiologico frente a la PCR convencional para la
identificacion de Bordetella pertussis y Bordetella parapertussis, a partir de muestras

nasofaringeas en el Instituto Nacional de Investigacion en Salud Publica en Quito?



1.2 JUSTIFICACION

La tosferina es una enfermedad causada por la bacteria Bordetella pertussis, frecuente en
poblacion pediatrica no inmunizada; siendo un problema de salud pdblica a nivel mundial. La
capacidad de adherencia a las células ciliadas del aparato respiratorio y la liberacion de toxinas
son los mecanismos de patogénesis que presentan dichas bacterias, ocasionando una grave

afeccion respiratoria, pudiendo causar la muerte.

En el Ecuador se dispone de poca informacién acerca de datos epidemioldgicos de la tosferina,
debido a la clinica de la enfermedad, uso precoz de antibiéticos o inmunizacion activa, pero la

principal causa es la limitacidn técnica para su deteccion y estudio.

Motivo por el cual, se han realizado varios estudios destinados a detectar dicho
microorganismo responsable de la tosferina a través de pruebas que presenten mayor
sensibilidad y especificidad diagndstica. Actualmente, en Ecuador existen registros sobre el
analisis de la situacion epidemioldgica de la tosferina en la provincia del Guayas. El Ministerio
de Salud Publica mantiene un sistema de vigilancia activo, que consiste en la captacion de
casos sospechosos de tosferina, la identificacion y confirmacion mediante cultivo

microbiologico y la notificacion de tales eventos por parte del laboratorio de referencia.

Debido a la importancia clinica que representan las especies de Bordetella en el ser humano;
en especial, Bordetella pertussis, la falta de informacién acerca de una posible terapia
antimicrobiana administrada a los pacientes y problemas en la calidad de la muestra (toma y

transporte), se planteo la necesidad de llevar a cabo el presente estudio de investigacion.

En el estudio se pretende evaluar la técnica de PCR convencional para la deteccion de
Bordetella pertussis y Bordetella parapertussis en comparacién con el cultivo microbiolégico,
a partir de muestras nasofaringeas. Estos resultados ayudaran a establecer un algoritmo de
diagnostico de laboratorio para la confirmacion de tosferina, en el Instituto Nacional de

Investigacion en Salud Publica, Dr. Leopoldo Izquieta Pérez —CZ9.

Esta informacion es relevante porque proporcionara datos de sensibilidad y especificidad de

las pruebas diagndsticas empleadas en la deteccion de dichos microorganismos. Los métodos



de laboratorio seran evaluados y comparados entre si, con la finalidad de proponer un protocolo
destinado a la confirmacion de tosferina mediante un diagnostico rapido, especifico y oportuno.
Ademas, permitiran establecer estrategias de control eficientes identificando oportunamente
posibles brotes por parte de Ministerio de Salud Publica.

El estudio planteado es viable porque es financiado por el proyecto de investigacion
convocatoria PUCE 2016/2017 con cédigo M13455 en su totalidad. Ademaés, la presente
investigacion cuenta con la infraestructura tanto de la Facultad de Medicina, carrera de
Bioquimica Clinica de la PUCE; asi como, del Centro de Referencia Nacional de Resistencia
a los Antimicrobianos y del Laboratorio de Influenza del Instituto Nacional de Investigacion

en Salud Publica —CZ9 para realizar los analisis microbiolégicos y moleculares.



1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo general
Determinar la presencia de Bordetella pertussis y Bordetella parapertussis a partir de muestras

nasofaringeas en el INSPI, mediante cultivo microbioldgico y técnicas moleculares de PCR.

1.3.2 Objetivos especificos

e ldentificar Bordetella pertussis y Bordetella parapertussis a partir de los aislados

obtenidos del cultivo microbioldgico, mediante pruebas microbioldgicas y bioquimicas.

e Detectar la presencia de Bordetella pertussis y Bordetella parapertussis a partir de

muestras nasofaringeas conservadas, mediante técnicas moleculares de PCR.

e Analizar la relacién entre la deteccion de Bordetella pertussis y Bordetella parapertussis

por PCR con la identificacion mediante el método de cultivo y pruebas microbiolégicas.

e Establecer un algoritmo diagndstico de laboratorio para deteccion de Bordetella pertussis
y Bordetella parapertussis a partir de los resultados obtenidos en las pruebas de cultivo y

molecular para apoyar al sistema de vigilancia epidemioldgica del pais.

e Relacionar la presencia de Bordetella pertussis y Bordetella parapertussis con los datos

de edad, género y lugar de procedencia como factores predisponentes.



CAPITULO 11
2.1 ANTECEDENTES

El género Bordetella fue descrito en 1906, después de que se creia que el causante de la
tosferina era un hongo. Fueron Bordet y Gengou quienes lograron el aislamiento de bacilos
pequefios y elipsoidales de la expectoracion de nifios (Ledermann, 2004). Posteriormente, tras
el avance de la biologia molecular se revel6 que sélo el 50% de la informacion genética se
conserva en todas las especies, de las cuales Bordetella pertussis y Bordetella parapertussis
poseen los genomas mas pequefios a diferencia de los otros miembros del género (Pfaller et al.,
2015).

En tiempos pasados, las infecciones ocasionadas por Bordetella pertussis han sido una causa
de morbilidad y mortalidad principalmente en edad escolar. Tras la implementacion de la
vacunacion sistematica de la poblacion, a mediados del siglo XX, se obtuvo un descenso
importante en el nimero de casos de tosferina (Garcia-Martinez, Chaves, Salto, & Otero,
2006).

En la década de los 50, la introduccion de la vacuna anti-pertussis de células enteras (WCVs)
contribuy6 a disminuir la ocurrencia de epidemias por tosferina (van der Zee, Schellekens, &
Mooi, 2015). Pero, pese a la disponibilidad de la vacuna contra Bordetella pertussis, aun se
registran brotes. Ademas, estudios mostraron que la prevalencia de Bordetella parapertussis
ha incrementado en los Gltimos afios (Cherry & Seaton, 2012), para lo cual la vacuna anti-
pertussis confiere poca o ninguna proteccion (Heininger et al., 1998).

Esta enfermedad a nivel mundial ha aumentado significativamente en comparacion con los
afios 90 y principios del afio 2000 (CDC, 2015). Se ha observado picos significativos de
tosferina en los ultimos afios (WHO, 2012). Se estima entre 50 millones de casos y 300.000
defunciones anuales registradas a nivel global (OMS/PAHO, 2012). La tasa de letalidad en
paises en vias de desarrollo se encuentra en un 4% en nifios menores de 1 afio (Pérez-Pérez,
Rojas-Mendoza, Cabrera-Gaytan, & Grajales-Mufiiz, 2015).



En el 2013, la CDC notificd que los casos de mortalidad atribuida por tosferina se presentaban
en nifios menores de 6 meses de edad, quienes ain no completaban el esquema basico de
vacunacion (CDC, 2014).

En Latinoameérica, el numero total de casos anuales registrados oscila entre 15.000 y 34.000,
en los ultimos afios (WHO, 2012). En México, en el afio 2012 se emiti6 una alerta
epidemiolégica debido al comportamiento de casos de tosferina similar a lo observado en otros
paises de la region, se registraron 455 casos lo que reflejé un aumento del 19% respecto al afio
2011 (Pérez-Pérez, Rojas-Mendoza, Cabrera-Gaytan, & Grajales-Mufiiz, 2015).

En Venezuela, se presenta un aumento de la incidencia de tosferina, en el 2012 se evidencio un
incremento del 21,7% mayor que en el 2011; siendo el grupo etario méas susceptible, nifios

menores de 1 afio (Torres, Naranjo, & Suarez, 2015).

En Brasil, en los afios 2008 y 2011 se exponen tasas de incidencia de 0,71/ 100.000 habitantes
y 1,2/ 100.000 habitantes, respectivamente. Lo que ha sido considerado como epidemia por el
sistema de vigilancia epidemioldgica del pais (Leite et al., 2013). Por otro lado, en Perd, un
estudio en el 2012 reveld el aumento de casos de tosferina, donde se evidencié una baja

cobertura de vacunacion, menor al 50% (Bailon, Ledn-Janampa, Padilla, & Hozbor, 2016).

Actualmente, en Ecuador los casos confirmados por laboratorio con diagnostico de tosferina
revelan que el grupo etario mas afectado es el de 0 a 11 meses. Ademas, a través del sistema
de vigilancia del Ministerio de Salud Publica se han captado varios casos de tosferina. En el
afio 2015 fueron reportados 7 casos, en el 2016 se observo un incremento de 14 casos (MSP,
2017).

2.2 MARCO TEORICO

2.2.1 Tosferinay Sindrome Coqueluche

El sindrome Coqueluchoide y la tosferina son consideradas manifestaciones clinicas
semejantes, la identificacion de Bordetella pertussis o Bordetella parapertussis, es lo Unico
que permite diferenciarlas (Fernandez Cano, Campins Marti, & Armadans, 2016). Sin
embargo, el término de Sindrome Coqueluchoide ha sido utilizado para incluir aquellos
pacientes que manifiestan signos y sintomas indistinguibles de la tosferina; es decir, cuando no
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se conoce el agente etioldgico que produce dichas manifestaciones (Gémez Riveraetal., 2011).
El signo fundamental del sindrome Coqueluchoide se caracteriza por la afeccion aguda del
tracto respiratorio, que se expresa por accesos de tos repetitiva, tos paroxistica 0 quintosa
(Gonzélez Hermida, Costa Cruz, & Castafieda Alvarez, 2014).

La etiologia de la tosferina es Bordetella pertussis, un cocobacilo aerobio, Gram negativo,
pleomdrfico, no mévil y encapsulado (Fernandez Cano, Campins Marti, & Armadans, 2016).
Mientras tanto, los agentes etiol6gicos que pueden condicionar el sindrome Coqueluchoide son
varios, el méas frecuente de origen bacteriano es Bordetella parapertussis, pero también se
encuentran: Bordetella bronchiseptica, Haemophilus Influenzae, Moraxella catarrhalis,
Mycoplasma pneumoniae, Chlamydia trachomatis, Ureaplasma urealyticum y Pneumocystis
carinii (Gomez Rivera et al., 2011). Asimismo, puede ser ocasionado por agentes de origen
viral, tales como: Adenovirus, Virus Influenzae A y B, Virus Parainfluenzae, Virus Sincital

respiratorio, Rinovirus, Citomegalovirus, Virus de EpsteinBarr (Mattoo & Cherry, 2005).

Sin embargo, la tosferina y el sindrome Coqueluchoide son infecciones frecuentes y graves en
nifios menores de 6 meses, pero en el caso especifico de la tosferina, es un contexto
epidemioldgico prevalente que se relaciona con problemas de inmunizacién, mas no de

resistencia a los antibidticos (macrélidos) para su tratamiento (Dotres Martinez et al., 2012)

2.2.2 Caracteristicas fenotipicas y genotipicas de Bordetella pertussis y Bordetella
parapertussis

Bordetella spp. es un coco-bacilo Gram negativo, aerobio estricto (Pfaller et al., 2015), su
crecimiento éptimo esté entre 30 a 37°C (Sanden & Weyant, 2015). Existen varias especies,
las de mayor importancia clinica son: Bordetella pertussis es un patégeno humano estricto,
agente responsable de tosferina (Tille, 2014). Bordetella parapertussis responsable de la
enfermedad clinicamente similar a la tosferina, conocida como sindrome Coqueluchoide;
Bordetella bronchiseptica causante de enfermedad respiratoria principalmente en animales

como cerdos, perros y de forma ocasional en humanos (Murray, Ronsenthal, & Pfaller, 2014).

Bordetella pertussis, Bordetella parapertussis y Bordetella bronchiseptica se encuentran
estrechamente relacionadas, mientras que Bordetella holmesii forma una rama distinta y esta
mas relacionada con Bordetella avium (Diavatopoulos et al., 2006). Se cree que un aislamiento

de Bordetella holmesii es raro en seres humanos; sin embargo, existen ciertos casos de
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septicemia en pacientes inmunocomprometidos (Leber, 2014). Bordetella parapertussis infecta
tanto a humanos como a ovejas; en infantes causa una forma leve de tosferina. Los analisis
filogenéticos han demostrado que las cepas de Bordetella parapertussis aisladas de humanos
son diferentes de las aisladas de las ovejas (Parkhill et al., 2003). Una diferencia entre las
especies de Bordetella, se caracteriza por la produccion de la toxina pertussis secretada por
Bordetella pertussis; mientras que Bordetella parapertussis no la produce; por ello las
infecciones a causa de Bordetella parapertussis pueden originar una infeccion no reconocible

0 una forma leve de tosferina (Bergfors et al., 1999).

Por otro lado, Bordetella pertussis esta mas estrechamente relacionada con cepas de Bordetella
bronchiseptica preferentemente aisladas de humanos, lo que explica que Bordetella pertussis
evoluciono a partir de un linaje de Bordetella bronchiseptica adaptado al hombre. Tal como se
observo en Bordetella bronchiseptica, las cepas de Bordetella parapertussis forman dos
linajes, uno de los cuales se agrupa junto con cepas de Bordetella bronchiseptica aisladas de

los animales y la otra forma aislada en humanos (van der Zee, Schellekens, & Mooi, 2015).

Basicamente, se conoce que Bordetella pertussis es causante de una manifestacion mas grave
de la enfermedad, que lo observado con Bordetella parapertussis o Bordetella holmesii,
mientras que Bordetella bronchiseptica se encuentra con mayor frecuencia en pacientes
inmunocomprometidos (Leber, 2014). Estas 3 especies de Bordetella expresan en comun
muchos factores de virulencia como son: adhesinas, fimbrias, hemaglutinina filamentosa
(FHA), pertactina (Prn), factor de colonizacion traqueal y citotoxina traqueal; mientras que la
toxina pertussis y la proteina de resistencia sérica son expresadas solo por Bordetella pertussis,

y el sistema de secrecion tipo 111 por Bordetella bronchiseptica (Parkhill et al., 2003).

En los ultimos afios, se ha evidenciado un resurgimiento de casos de tosferina causados por
Bordetella pertussis, a pesar de la buena cobertura de vacunacion mediante los dos tipos de
vacunas disponibles; vacunas de células enteras (WCV) que consisten en bacterias inactivadas
y vacunas acelulares (ACV) que presentan entre uno a cinco antigenos bacterianos (Hovingh
etal., 2018). Este resurgimiento se ha atribuido a la introduccion de una vacuna acelular (Mooi,
2014; Polak, 2017). No obstante, la variacion gendémica que presenta Bordetella pertussis con
respecto a la pertactina (Prn) y a la toxina pertussis (Ptx) ha sido descrita desde el uso de la

vacuna de células enteras. (He, 2016).



La mayoria de cepas empleadas para la produccion de WCV y ACV contiene la ptxA2 o ptxA4
y la prnl o prn7, mientras que los aislados clinicos circulantes presentan otras variantes como
es ptxAly prn2 o prn3 (Bart et al, 2014; He, 2016). Ademas, se han aislado cepas de Bordetella
pertussis que han perdido la capacidad de producir antigenos como hemaglutinina filamentosa
(FHA), pertactina (Prn), la subunidad A de Ptx (PtxA), fimbrias de serotipo 2 (Fim2) y fimbrias
de serotipo 3 (Fim3), factor de colonizacién traqueal (TcfA) en paises que presentan altas
coberturas de vacunacién (Polak, 2017). Mientras que en paises con baja cobertura de
vacunacion se ha atribuido la aparicion de nuevos casos de tosferina a la presencia de cepas de
Bordetella pertussis que expresan un nuevo alelo para el promotor de la toxina pertussis, que

confiere una mayor produccion de toxina (Ptx) (Mooi et al., 2009).

En la actualidad, ya han sido aisladas cepas de Bordetella pertussis que no producen Prn,
principalmente en paises que reportan epidemias de tosferina. En Estados Unidos, durante el
brote en el 2012, se registré que mas del 60% de sus aislados no producian Prn (Martin et al.,
2015). A lo que, estudios indican que las cepas de Bordetella pertussis que no producen Prn
inducen una respuesta pro inflamatoria més fuerte e incrementan la muerte celular tras la
infeccion (Hovingh et al., 2018). De manera simultanea, Bordetella pertussis ha desarrollado
mecanismos de adaptabilidad al huésped y evadir la muerte mediada por el complemento,

incluida la capacidad de unirse a proteinas reguladoras del mismo (Brookes, 2018).

2.2.3 Sintomas clinicos de la tosferina

La tosferina presenta un periodo de incubacién entre 7 a 10 dias. La clinica de la enfermedad
se encuentra divida en tres fases: catarral, paroxistica y convalecencia. La presentacion clinica
inicial o etapa catarral es similar a un catarro comun; esta etapa se caracteriza por el crecimiento
exponencial bacteriano, donde el agente causal alin se desconoce y representa un mayor riesgo
de contagio (Murray, Ronsenthal, & Pfaller, 2014).

Después de 1 o 2 semanas evoluciona a la fase paroxistica, una serie de toses repetitivas
acomparfiadas de un estridor inspiratorio (WHO, 2008), estos paroxismos podrian terminar con
vomito y un estado de agotamiento y persiste por 2 a 6 semanas (Tille, 2014). La dltima fase o
de convalecencia se presenta con la disminucion de los sintomas, cuyas complicaciones mas
comunes se manifiestan con neumonia, convulsiones y encefalitis (Public Health England,
2016).
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Las manifestaciones sistémicas tales como fiebre no se evidencian con la infeccion, pero se
expresa leucocitosis con linfocitosis en la mayoria de los nifios no vacunados en respuesta a la
accion de la toxina pertussis (Mattoo & Cherry, 2005), ver la Figura 1. Ademas, existen ciertos
factores como la edad del paciente, infeccion reciente, inmunizacion previa o presencia de
anticuerpos adquiridos de forma pasiva y tratamiento con antibiéticos, que afectan las

manifestaciones clinicas de Bordetella pertussis (Heininger et al., 1998).

Lactantes y nifios presentan una progresion de los sintomas que va desde la enfermedad
asintomatica o leve del tracto respiratorio superior a una tos grave, persistente y progresiva que
se prolonga durante semanas o meses (Kilgore, Salim, Zervos, & Schmitt, 2016). Sin embargo,
la enfermedad clasica se presenta con mayor frecuencia como infeccion primaria en nifios no
inmunizados (Mattoo & Cherry, 2005).

Semanas
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Fase 1:
Fase catarral

Puede durar de 1 a
2semanas

- Sintomas: secrecion nasal o moqueo, fiebre baja, tos leve ocasional -
Altamente contagiosa

Sintomas: numerosos accesos de tos Fase 3: Fase de convalecencia
rapida seguida de un silbido al respirar: Dura de 2 a 3 semanas; muchas perso-
nas son a otras

vomito y agotamiento después de los

X respiratorias
accesos de tos (llamados paroxismos).

La recuperacion es gradual. Se alivia la
tos, pero pueden regresar los accesos
de tos.

Figura 1. Representacion grafica de la evolucion de la tosferina. Adaptado de “Centros para la
Prevencion y Control de Enfermedades de los Estados Unidos de América (2011). Pertussis Outbreaks.
Disponible en: http://www.cdc.gov/pertussis/outbreaks.html.” Copyright 2018.

Aunque la tosferina clasica puede ser diagnosticada confiablemente basandose en los sintomas
clinicos, la infeccion a menudo sigue un curso atipico, ya que se atentia con inmunidad parcial
(Kilgore, Salim, Zervos, & Schmitt, 2016). En este caso, el diagndstico de clinico tiene que
complementar al diagnostico de laboratorio, ya que el analisis de la tosferina varia por factores

como la edad y el grado de inmunidad del paciente (van der Zee, Schellekens, & Mooi, 2015).

2.2.4 Diagnostico de laboratorio de tosferina
Los metodos empleados con mayor frecuencia para la identificacion de Bordetella pertussis

son el cultivo microbioldgico, reaccion en cadena de la polimerasa y serologia (Ferina, 2011).
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Sin embargo, es necesario conocer las limitaciones de las diferentes técnicas para la deteccion
del microorganismo, en relacion con la etapa de la enfermedad, como se observa en la Figura
2.

Cough Onset

I ——

Figura 2. Representacion grafica del tiempo 6ptimo para las pruebas diagnésticas por semana.
Adaptado de “Centers for Disease Control and Prevention, en la seccion de National Center for
Immunization and Respiratory Diseases, Division of Bacterial Diseases (2017). Disponible en:
https://www.cdc.gov/pertussis/clinical/diagnostic-testing/diagnosis-confirmation.html.” Copyright
2018.

2.2.4.1 Cultivo

El cultivo microbiolégico es el método Gold estandar para el diagnéstico de la infeccion por
Bordetella pertussis (Dragsted, 2004). Este método convencional se considera altamente
especifico, pero su sensibilidad es baja, disminuyendo con la duracion de la enfermedad y con
la edad del paciente (Faulkner et al., 2011). También, es importante recalcar que el cultivo
presenta un crecimiento lento, ya que las placas de agar Regan Lowe necesitan ser incubadas
durante 4 a 5 dias para que Bordetella spp. se desarrolle (Dragsted, 2004).

Sin embargo, cientificos consideran el cultivo como método de referencia en el diagnostico de
laboratorio de coqueluche (CDC, 2017). Su especificidad es del 100%, pero puede ser negativo
en pacientes inmunizados, en los que han comenzado tratamiento antibiotico o en los que llevan

mas de tres semanas en la evolucion de los sintomas (Lavayén et al., 2017).

a) Factores para el desempefio del cultivo
El tipo de muestra clinica requerida para el cultivo de Bordetella spp. es el hisopado
nasofaringeo (Mattoo & Cherry, 2005). Aunque en casos graves, Bordetella pertussis se puede
encontrar en el tracto respiratorio inferior, el sitio de colonizacion preferido es el tracto

respiratorio superior, por lo tanto, las muestras nasofaringeas son las adecuadas, obtenidas por
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aspirado o hisopado. EI muestreo de los aspirados se considera complicado y requiere personal
calificado, dando un mejor rendimiento que el muestreo habitual mediante hisopados

nasofaringeos (Public Health England, 2016).

Los hisopos de algodon contienen sustancias toxicas para la bacteria, que afectan a su
viabilidad cuando son cultivadas, pero que si podrian ser utilizados en métodos moleculares,
mientras que los hisopos de alginato de calcio son apropiados para el cultivo, pero podrian
inhibir la PCR (Cloud, Hymas, & Carroll, 2002).

También pueden utilizarse otro tipo de hisopos en forma de cepillo, Gtil para mejorar tanto la
recogida de muestras como la liberacion de especimenes (van der Zee, Schellekens, & Mooi,
2015). Un muestreo nasofaringeo para el estudio de Streptococcus pneumoniae revel6 cargas
bacterianas mas altas mediante PCR cuantitativa (QPCR) cuando se usaron muestras de nylon

con cepillo que cuando se usaron muestras de Dacron (Dube, et al, 2013).

El agar Regan-Lowe y Bordet Gengou son los medios indicados para el cultivo de las muestras
nasofaringeas mas la adicion del antibidtico cefalexina que inhibe el crecimiento de la

microbiota del paciente (van der Zee, Schellekens, & Mooi, 2015).

b) Identificacion de especies de Bordetella
Las especies de Bordetella se pueden diferenciar mediante el uso de pruebas bioquimicas como
oxidasa, catalasa, reduccién de nitrato (urea), ademas de la tasa de crecimiento en agar

MacConkey, como se ilustra en la Tabla 1 (Pfaller et al., 2015).
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Tabla 1

Caracteristicas bioguimicas Utiles para diferenciar las especies de Bordetella

Test B. pertussis B. parapertussis B. bronchiseptica B. holmesii

Crecimiento en agar

Regan Lowe + (3 -4 dias) + (2 -3 dias) + (1 -2 dias) ND
Crecimiento en agar

MacConkey ) + CcVv
Oxidasa + - + )
Catalasa + + - -
Urea - . + ]
Motilidad - - + -

Nota: ND= no determinado, CV= crecimiento variable. Adaptado de “Pfaller, M. A., Richter, S. S,
Funke, G., Jorgensen, J. H., Landry, M. L., Carroll, K. C., & Warnock, D. W. (Eds.). (2015). Manual
of Clinical Microbiology, 11th Edition. American Society of Microbiology. Retrieved from
http://www.asmscience.org/content/book/10.1128/9781555817381,” por Saidy Vasconez, 2018.

2.2.4.2 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
En la actualidad, un nimero significado de infecciones por Bordetella spp. son diagnosticadas
mediante PCR a partir de muestras nasofaringeas (Bowden et al., 2014). Segun el CDC, laPCR

es considerada una prueba diagnostica rapida y altamente sensible (CDC, 2017).

Los primers que han sido ampliamente usados para la identificacion de las especies de
Bordetella son la secuencia de insercion 15481 sugestivo de Bordetella pertussis y la secuencia

IS1001 que se asocia a infeccion por Bordetella parapertussis (Cherry & Seaton, 2012).

Aunque los ensayos a través de la secuencia 1S481 muestran un enfoque altamente sensible, la
presencia de gen 1S481 se encuentran en otras especies de Bordetella, lo cual compromete su
especificidad (Register & Nicholson, 2007). La secuencia 1S481 esta presente en el genoma de
Bordetella pertussis con mas de 200 copias (Register, 2006 & Aquino, 2011); sin embargo, se
han descrito estudios que demuestran la presencia de un bajo ndimero de copias (8-10
copias/genoma) de la secuencia 1S481 en Bordetella holmesii (Reischl, Lehn, Sanden, &
Loeffelholz, 2001), lo que compromete el valor predictivo del ensayo molecular basado en

dicha secuencia para la diferenciacion de especies.
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Ademas, esta secuencia no sélo puede ocasionar falsos positivos con Bordetella holmesii, sino
que también se ha encontrado en el genoma de Bordetella bronchiseptica (0-7 copias/genoma)
(Miranda et al., 2013). Por ello, se cuestiona que los laboratorios que emplean la secuencia
IS481 en la PCR erréneamente identifican Bordetella holmesii o Bordetella bronchiseptica

como Bordetella pertussis (Riffelmann, et al. & for the Pertussis PCR Consensus Group, 2005).

Si bien, la presentacion clinica de Bordetella holmesii es muy excepcional, su afeccion en
pacientes inmunocomprometidos tiende a causar bacteriemia, ademas de la baja susceptibilidad
a la eritrocimina que ha sido descrita (Barrado, 2011); por lo que, se recomienda la
diferenciacion entre ambas especies a través de la secuencia del gen recA (Guthrie, 2010). De
igual manera, Bordetella holmesii presenta otra secuencia denominada hIS1001, que es
altamente homologo a la secuencia I1S1001 de Bordetella parapertussis (Tatti, Sparks, Boney,
& Tondella, 2011). Por tanto, el gen 1S481 e 1S1001 son recomendados como blancos de
screening (Martini, Detemmerman, Soetens, Yusuf, & Piérard, 2017). Sin embargo, existen
estudios que determinan la prevalencia de Bordetella parapertussis a través de la identificacion
de la secuencia 1S1001 (Tatti, 2008; Zouari, 2012; Qin, 2015).

La PCR ha sido empleada con éxito en la deteccidn de Bordetella pertussis, ya que ha mejorado
la sensibilidad y especificidad en comparacion con las técnicas convencionales (Templeton et
al., 2003). Debido a que el aislamiento de Bordetella pertussis por cultivo presenta baja
sensibilidad y se ve afectado por una serie de factores, incluyendo la edad del paciente, la etapa
de vacunacion, la duracién de la enfermedad, la calidad de la muestra, el medio de transporte
y las condiciones de cultivo (Grogan, Logan, O’Leary, Rush, & O’Sullivan, 2011), han
despertado el interés de los laboratorios por metodos mas rapidos y sensibles para la deteccion
de Bordetella pertussis y méas de 100 protocolos de PCR se han publicado desde finales de
1980 (van der Zee, Schellekens, & Mooi, 2015).

En cuanto al diagndstico molecular para las enfermedades infecciosas, como tosferina, tanto la
PCR convencional como la PCR en tiempo real presentan ciertas similitudes, tales como: no
requieren de microorganismos viables, permite una amplificacion exponencial de los productos
y demandan los mismos reactivos como dNTPs, primers, buffer, ADN polimerasa y templado
(ADN); con la principal diferencia del uso de una sonda fluorescente en la PCR en tiempo real
(CDC, 2010), lo cual le proporciona mayor especificidad debido a presencia de 3
oligonucledtidos ( 2 primers y 1 sonda). Esta técnica ademas permite la generacion de datos
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cuantitativos que se producen a medida que avanza la reaccion entre el fluorocromo donante
(reportero) en el extremo 5” y el fluorocromo aceptor (quencher) en el extremo 3" (Tamay de
Dios, Ibarra, & Velasquillo, 2013).

A lo que, la PCR en tiempo real es considerada una variacion de la PCR convencional que
permite la cuantificacion del ADN de una muestra usando primers y sondas fluorescentes
(Kubista et al, 2006). Este ensayo se considera seguro, debido a que sin unién al blanco no se
producird amplificacion ni sefial de fluorescencia, principalmente si se emplean sondas

TagMan, lo que incrementa la especificidad (Aguilera, 2014).

Desde el 2007, la Organizacion Mundial de la Salud en colaboracién con el CDC han
recomendado que la técnica adecuada para realizar el diagnostico de tosferina, causada por
Bordetella pertussis sea la PCR en tiempo real debido a la alta sensibilidad y especificidad

(Montilla-Escudero, Rojas-Baquero, & Ulloa-Virguez, 2016).

Sin embargo, la especificidad de la PCR varia, por ello se recomienda confirmar mediante
cultivo al menos un caso sospechoso si existe sospecha de brote de tosferina (CDC, 2017). La
toma de muestra nasofaringea se debe realizar hasta la tercera o cuarta semana del inicio de los
sintomas, pasado este tiempo, la cantidad de ADN bacteriano empieza a disminuir e incrementa
el riego de obtener falsos negativos (Grogan, Logan, O’Leary, Rush, & O’Sullivan, 2011). De
la misma manera, se deber tener en cuenta que dado la alta sensibilidad de la prueba existe
riesgo de obtener resultados falsamente positivos, pero una buena practica de laboratorio ayuda
a reducir dicho riesgo (CDC, 2017).

En la mayoria de comparaciones entre el cultivo y la PCR, la utilidad diagnostica ha
incrementado aproximadamente 2 a 4 veces mediante del uso de PCR en tiempo real (ECDC,
2012). En definitiva, la introduccion de este metodo de diagnostico molecular para la deteccion
rutinaria de Bordetella pertussis ha dado como resultado un incremento del 91% en la deteccion
del microorganismo en comparacion con el cultivo microbiologico (Grogan, Logan, O’Leary,
Rush, & O’Sullivan, 2011).

2.2.4.3 Serologia
Las pruebas seroldgicas son recomendadas para el diagndstico en etapas tardias de la
enfermedad. Segun el CDC, el momento adecuado para la toma de muestra es a partir de las 2
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a 8 semanas después del inicio de los sintomas, cuando se presenta el titulo méas alto de
anticuerpos (CDC, 2017). Sin embargo, existen problemas asociados al diagnostico serolégico
tales como la interferencia de vacunas o infecciones previas, reactividad cruzada con otras
especies de Bordetella o incluso otras bacterias y la respuesta variable de los antigenos de

Bordetella pertussis (van der Zee, Schellekens, & Mooi, 2015).

2.2.5 Tratamiento

El tratamiento antimicrobiano empleado para combatir la infeccion debera tomar las siguientes
consideraciones como edad, eventos adversos propios del farmaco, tolerabilidad y costos
(Kilgore, Salim, Zervos, & Schmitt, 2016). La administracion de macrolidos en la etapa
temprana de la enfermedad puede reducir la duracién y la severidad de los sintomas (Tiwari,
Murphy, Moran, & others, 2005). Azitromicina, eritromicina y claritromicina son los fa&rmacos

recomendados por el CDC para el tratamiento de tosferina (CDC, 2015).

La azitromicina es el medicamento comdnmente empleado debido al corto tiempo de
administracién, una dosis diaria durante 5 dias. Este es el antimicrobiano de preferencia usado
en nifios menores de 1 mes (Faulkner et al., 2011). Por otro lado, para nifios > 2 meses el
antibidtico alternativo en caso de intolerancia o resistencia a macrélidos es el trimethoprim-
sulfamethoxazole (TMP-SMZ) (Tiwari, Murphy, Moran, & others, 2005).

En el 2007, la revision del estudio Cochrane respecto a los antibioticos para tosferina revel6
que, si bien estos son efectivos contra la enfermedad, no alteran la clinica posterior de la misma
(Altunaiji, Kukuruzovic, Curtis, & Massie, 2007). Estos antibidticos ofrecen las ventajas de
mejor absorcidn, semi-vida mas larga, adecuada actividad in vitro contra Bordetella pertussis
y menos efectos adversos (Dierig, Beckmann, & Heininger, 2015) (Public Health England,
2016).

En la Tabla 2 se exponen los agentes antimicrobianos para el tratamiento y profilaxis pos

exposicion para infeccion por Bordetella pertussis, entre el afio 1997 al 2013.
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Tabla 2

Agentes antimicrobianos para el tratamientos y profilaxis pos exposicion para infeccion por

Bordetella pertussis

Agente antimicrobiano Grupo de edad Dosis Comentarios
Eritromicina >1 mes 40-60 mg/kg/diaen 3 0
4 dosis por 7 a 14 dias.
Adultos 500 mg cada6u8 Incrementa el riesgo de
horas durante 7 a 14 Estenosis pildrica
dias hipertréfica infantil en
neonatos.
Azitromicina <6 meses 10 mg/kg/dia por 5
dias.
>6 meses 10 mg/kg el primer dia, Se recomienda
seguido de 5 mg/kg en  administrar 1 hora
los dias 2-5. antes 0 2 horas después
del consumo de
alimentos y antiacidos.
Adultos 500 mgen el dia 1, Categoria B de drogas
seguido de 250 mgen  en el embarazo, segun
los dias 2-5 FDA
Claritromicina >1 mes 15 mg/kg/dia en 2 Moderadamente
dosis divididas por 7 tolerado, el trastorno
dias gastrointestinal es
comdn.
Adultos 500 mg cada 12 horas  Categoria C de drogas
durante 7 dias en el embarazo, segln
FDA
Trimetroprim (TMP) >2 meses 8 mg/kg/dia de TMP Es considerado
sulfametoxalzol (SMZ) mas 40 mg/kg/dia de tratamiento de segunda
SMZ cada 12 horas por linea en caso de
14 dias. intolerancia o
resistencia a los
macrolidos; Categoria
C de drogas en el
embarazo, segun FDA
Adultos 320 mg/dia de TMP

mas 1600 mg/dia de
SMZ cada 12 horas
durante 14 dias.

Contraindicado en
embarazadas y madres
lactantes

Nota: TMP= Trimetoprim, SMZ= Sulfametoxazol. Adaptado de “Kilgore, P. E., Salim, A. M., Zervos,
M. J., & Schmitt, H.-J. (2016). Pertussis: Microbiology, Disease, Treatment, and Prevention. Clinical
Microbiology Reviews, 29(3), 449-486. https://doi.org/10.1128/CMR.00083-15,” por Saidy Vasconez,

2018.

2.2.6 Bordetella spp. e infecciones respiratorias agudas en nifios

Las infecciones respiratorias agudas (IRA’s) se consideran un importante problema de salud,

principalmente en nifios menores de 5 afios (Reyes, 2016). Por lo general, estas infecciones son

adquiridas por pacientes que presentan ciertos factores de riesgo; es decir, algun rasgo,



caracteristica 0 exposicion de la persona que incremente su probabilidad de padecer una
enfermedad o lesion (WHO, 2016).

Los microorganismos causantes de este tipo de infecciones pueden ser virus, bacterias, hongos
e incluso parasitos, de los cuales el de origen viral es el mas comdn (Ovalles & Velasquez,
2015). Los diversos agentes infecciosos responsables de neumonia en nifios son Streptococcus
pneumoniae, Haemophilus influenzae de tipo b, El virus sincitial respiratorio y Pneumocystis

jiroveci en inmunodepremidos (WHO, 2016).

El virus sincitial respiratorio (VSR) es el agente etioldgico mas frecuente de infeccidn viral del
tracto respiratorio en lactantes y nifios (van Woensel et al., 2003). Este hecho ha provocado
dificultad entre el diagnostico de una infeccién causada por Bordetella pertussis y una
infeccion a causa del VSR, dado a que la distribucion de edad es similar en ambas
enfermedades (Grogan, Logan, O’Leary, Rush, & O’Sullivan, 2011).

Cabe mencionar que algunos de los microorganismos responsables de IRA’s son
inmunoprevenibles, por lo que la vacunacion es la estrategia preventiva mas efectiva en el
control de la transmision (Cardona, Segura, Garzon, Calle, & Agudelo, 2016). Sin embargo, es
importante emplear un adecuado diagnéstico de laboratorio que permita discernir en casos de
co-infeccion, con la finalidad de evitar que la enfermedad sea sub diagnosticada (Moreno
Samos et al., 2015).

2.2.7 Cobertura de la vacunacion

En Estados Unidos, la vacuna de trivalente DPT (difteria, tosferina y tétanos) fue autorizada
por primera vez en 1914, para la inmunizacion infantil desde 1948 (Guris et al., 1997). La
vacuna de pertussis de células enteras fue administrada en combinacién con difteria y los
toxoides tetanus (Kendrick & Eldering, 1936). Esta vacuna consistia en una suspension de la
bacteria Bordetella pertussis inactivada, la cual generaba inmunidad de tipo humoral contra
tosferina tras la administracion intramuscular (Baptista, Magalhdes, Rodrigues, Rocha, &
Pimentel, 2005; WHO, 2010).

Actualmente, la OMS recomienda camparias de vacunacion en nifios contra una serie de
enfermedades infecciosas, tales como difteria, tétanos, tosferina, hepatitis B, poliomielitis e
infecciones invasivas ocasionadas por Haemophilus influenzae tipo b (WHO, 2012; Expdsito
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et al., 2015). Hoy en dia, existen 2 tipos de vacunas que ayudan a proteger contra la tosferina:
la vacuna difteria, tétanos y pertussis acelular (DTap) y la vacuna tétanos, difteria y pertussis
acelular (Tdap). La vacuna DTap se administra a lactantes y nifios menores de 7 afios; mientras
que nifios mayores de 7 afos, adolescentes y adultos reciben la vacuna Tdap (CDC, 2017).

El control de la enfermedad se basa en la alta cobertura de inmunizacion, siendo el pilar en la
prevencion de la enfermedad (WHO, 2008). La vacunacion contra tosferina es recomendada a
poblacion en riego como bebés y nifios, preadolescentes y adolescentes y mujeres embarazadas,

convirtiéndose en la estrategia preventiva mas importante contra la tosferina (NCIRD, 2017).

Sin embargo, la distribucion no homogénea de la vacunacion, la poca duracién de la inmunidad
adquirida por las vacunas (Tan, Trindade, & Skowronski, 2005), la manifestacion de sintomas
clinicos atipicos y aparicion de nuevas variantes antigénicas de Bordetella pertussis han

contribuido a la presentacion de un nuevo perfil epidemioldgico (Lavayén et al., 2017).

Ademas, se ha demostrado que las vacunas acelulares son menos efectivas que las vacunas
celulares, pues so6lo previenen la enfermedad y no la infeccion (Moraga-Llop & Campins-
Marti, 2015). Es importante denotar que en paises donde la cobertura es moderada o baja, la
vigilancia deberia monitorear la captacion de los casos, mejorar la cobertura de vacunacion y
de este modo disminuir la incidencia de la enfermedad en la region (Audi, Wapstra, & Thibault,
2003).

2.2.8 Situacion epidemiologica de la tosferina en el Ecuador

La tosferina pertenece al grupo de las enfermedades inmunoprevenibles cuyo codigo en la
clasificacion CIE-10 es A37.0-A37.9 (PAHO, 2016). La notificacién e investigacion de los
eventos de tosferina estan sujetos a vigilancia y a través de la gaceta epidemioldgica que maneja
el SIVE-Alerta se exhiben datos desde el 2013, donde reportan 46 casos de tosferina, de los
cuales, 7 fueron confirmados por nexo epidemioldgico, 4 por clinico epidemiologico y 35 por
laboratorio. La situacion del afio 2014 hasta la SE 52 se han reportado Unicamente 10 casos de
tosferina; mientras que, en el 2015, los casos reportados fueron 9. En el 2016, fueron 12 casos

confirmados, con mayor numero de casos notificados en la provincia de Pichincha.

En Ecuador, la creacién del Programa Ampliado de Inmunizaciones inicié en el afio 1977 con
4 bioldgicos: BCG, OPV, DPT y AS, ya en el afio 2003 se introdujo la vacuna pentavalente
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(DPT+HB+Hib) al esquema de vacunacion. Las coberturas de vacunacion de la pentavalente
desde 2001 al 2009 superaban el 100%; mientras que a partir del 2009 al 2016 se observa un
descenso paulatino al 82%, como se observa en la Figura 3.

108%
10% _ — 30000

100% ~ 300,000

0% ~ 250,000
80% = 200,000
0% — 150,000
60% — 100,000

50% — 50,000

40%
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- Cobertura penta 3 e [J0sis administradas penta 3 e [osis administradas penta 1 s [enominador

Figura 3. Coberturas de vacunacion de la pentavalente en Ecuador 2001-2016. Adaptado de
“Ministerio de Salud Publica. Evaluacion de la Estrategia Nacional de Inmunizaciones Ecuador (2017).
MSP-SCI-PAI-ENI. Edicion: Quito-Ecuador.” Copyright 2018.

Actualmente, el PAI aplica la vacuna pentavalente DPT+HB+Hib que se encuentra dentro del
esquema de vacunacion familiar en menores de 1 afio de edad, administrada en 3 dosis a los 2,
4y 6 meses de edad por via intramuscular. Se recomienda que después de un afio de la 3ra
dosis, se aplique una 4ta dosis de la vacuna trivalente DPT, como primer refuerzo de la
pentavalente (MSP, 2016).

La Agencia Nacional de Regulacion, Control y Vigilancia Sanitaria (ARCSA), realiza la
liberacion de los medicamentos biolégicos para uso y consumo humano, dentro del cual se
encuentran las vacunas de fabricacion nacional o importadas. Ademas, de las vacunas que
ingresan por el PAI y que son precalificadas por la OPS. En la base de datos de los lotes de
medicamentos biologicos del 2017, se han encontrado 6 productos liberados correspondiente a
la vacuna contra tosferina, como se observa en la Tabla 3.
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Tabla 3

Tabla de vacunas contra la tosferina disponibles en Ecuador

Solicitante Nombre del Producto Forma . Presentacion Fabricante Fec_ha_ de No. Lote Taman_o
Farmacéutica Vencimiento de dosis
MSP (PAI) Difteria, Tétanos, Tosferina ~ Suspension Vial de dosis PANACEA 2018-07 ESV016049 145.351
(células enteras), Hepatitis B inyectable Unica que BIOTEC LTD.
(rDNA) y Haemophilus contiene 0,5 ml
influenzae tipo b Vacuna de vacuna
conjugada (adsorbida) IP
MSP (PAI) Vacuna adsorbida Solucién vial de 5 ml por Serum Institute of ~ 2018-10 282P6014 120000
antidiftérica, antitetanica y inyectable 10 dosis India PVT.LTD
contra la tosferina
MSP (PAI) EUPENTA™ Inyectable Suspension Dosis simple LG Chem 2019-10-20 FWL16510 54.880
Inyectable 0.5ml/
ampolla x 10
ampollas
MSP (PAI) EUPENTA™ Suspension Dosis simple LG Chem 5/3/2020 FWL17511 2.660
inyectable 0.5mL/
ampolla x 10
ampollas
GLAXOSMIT  Boostrix ® (Vacuna contra  Suspension Caja +jeringa  GlaxoSmithKline 2019-08 AC37B262AM 1.000
HKLINE la difteria, tétano y pertussis  inyectable prellenada x Biologicals S.A.
ECUADOR acelular) 0.5ml+2
S.A. agujas +
prospecto
MSP (PAI) EUPENTA™ Inyectable Suspension Dosis simple LG Chem 13/2/2020 FWL17510 34.730
[Vacuna Conjugada contra inyectable 0.5
Difteria adsorbida-Tétanos- mL/ampolla x
Tosferina-Hepatitis B 10 ampolla

(rDNA) y Haemophilus
influenzae tipo b]

Fuente: Adaptado de “Agencia Nacional de Regulacion, Control y Vigilancia Sanitaria (2016). Liberacion de medicamentos bioldgicos,” por Saidy Vasconez,

2018.
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2.3 MARCO CONCEPTUAL
Background: Son niveles de sefial de fluorescencia mientras ocurren los primeros ciclos;

conocido como ruido, debido que no sobrepasa el umbral (Chirinos, 2015).

Co-infeccion: Es una situacion en que 2 0 mas microorganismos coexisten en un mismo
huesped (WHO, 2013).

Ct (cycle threshold, valor umbral): Es el nimero de ciclos de PCR en el cual la fluorescencia
medida por el instrumento esta a un nivel estadisticamente por encima del “background”, punto
en el cual la reaccion de amplificacion da comienzo, es conocido como Cp (“Crossing point™)
(Rebrikov & Trofimov, 2006).

Curva de amplificacién: Es una grafica que muestra el ciclo de amplificacion en el eje de X

versus las unidades de fluorescencia en el eje de Y para cada reaccion (Chirinos, 2015).

Curvas de calibracion: Son curvas altamente reproducibles que permiten la generacion de
datos altamente especificos y sensibles, la precision de la cuantificacion absoluta en PCR en

tiempo real depende completamente de la precision de los estandares (Pfaffl, 2004).

Curva de melting o curva de denaturacion: Son curvas que ayudan en el anélisis post-PCR
para discriminar entre negativo y positivo (Chirinos, 2015). Ademas, el andlisis de melting

monitorea la hibridacion diplex a medida que cambia la temperatura (Pryor, 2006).
DPT/ Trivalente: Es la vacuna contra difteria, tétanos y tosferina (antitosferinica de células
enteras, wP), que proporciona inmunidad durante el primer afio de vida frente a la infeccion.

(Pan American Health Organization, 2005).

Enfermedad inmunoprevenible: Es aquella enfermedad que se puede prevenir mediante la

administracién de una vacuna (MSP, 2013).

Fluorocromo aceptor (quencher): Es el encargado de absorber la emision de energia del

fluoroforo excitado (Rebrikov & Trofimov, 2006).
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Fluorocromo reportero (fluoroforo): Es un fluoréforo que se usa para monitorear la
hidrolisis de la sonda y es proporcional a la acumulacién del producto de PCR (Rebrikov &
Trofimov, 2006).

Nifio susceptible: Se considera a todo nifio menor de 5 afios que no ha sido adecuadamente

vacunado o que no ha desarrollado anticuerpos frente al antigeno vacunal (MINSA, 2011).

NTC (no template control, control sin templado): Es una muestra con todos los componentes
de la reaccion, pero sin el ADN (CDC, 2010).

Paroxismos: Son accesos repetitivos de mucha tos rapida, de 5 a 10 golpes seguidos de un
fuerte estridor inspiratorio caracteristico (CDC, 2015).

Periodo de incubacion: Es el tiempo que transcurre desde la infeccion hasta que los sintomas
se manifiesten (PAHO, 2011).

Primers: Son fragmentos complementarios que se van a unir a cada una de las dos cadenas
separadas del templado de ADN (UNAM, 2004).

Reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR): Es una técnica que consiste en la amplificacion

controlada de un fragmento de ADN especifico de manera sintética (Diaz & Renteria, 2010).

Sindrome Coqueluchoide: Es el término utilizado para contemplar aquellos pacientes que
manifiestan un cuadro clinico indistinguible de tosferina, que pueden incluir a virus y bacterias

(Cano-Rangel, Durazo-Arvizu, Dorame-Castillo, & Gomez-Rivera, 2012).

Sintomatico respiratorio: Es el término empleado para describir signo de tos mayor a 15 dias
de evolucion (PAHO, 2011).

Tosferina: Es una afeccion respiratoria conocida comunmente como tos convulsiva

0 pertussis, enfermedad muy contagiosa causada por un tipo de bacteria llamada Bordetella
pertussis (CDC, 2015).
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CAPITULO I11

3.1 MARCO METODOLOGICO

3.1.1 Tipo de estudio

El presente estudio fue de tipo descriptivo retrospectivo. Es descriptivo porque se determind la
frecuencia de Bordetella pertussis y Bordetella parapertussis en muestras nasofaringeas,
mediante el uso de cultivo y pruebas microbioldgicas y el uso de pruebas moleculares como
PCR convencional y PCR en tiempo real, y retrospectivo porque se realizé en un tiempo Unico

ya transcurrido, en el periodo de agosto 2016 a julio 2017.

3.1.2 Tipo de muestreo
La seleccidn del sujeto de estudio corresponde a muestras nasofaringeas, que fueron receptadas
en el Centro de Referencia Nacional de Resistencia a los Antimicrobianos del INSPI dentro del

periodo establecido. Para lo cual se empled un muestreo aleatorio simple.

3.1.3 Tamafo de muestra
Se utilizé la siguiente formula para el calculo del tamafio muestral con un nivel de confianza
del 95% y un error alfa del 5%:

N[Zi_«]**p*q
A2+ (N -1 +[Z;_«]**p*q

n=

Donde:

n= Tamafo de la muestra

N= Total de casos sospechosos de tosferina para confirmacion en Laboratorio de
Referencia Nacional de Resistencia a los Antimicrobianos del INSPI, en el
periodo establecido.

Z%a = 1,962, dado que el intervalo de confianza es del 95%

p= la proporcion esperada segun un estudio de investigacion es del 12%= 0,12

g= 1-p, para este caso 1- 0,16 = 0.88

d= se estima cometer un error no superior al 5%= 0,05
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Calculo de la muestra

180[1.96]2 * 0.12 * 0.88
= (0.05)2 % (180 — 1) + [1.96]2 = 0.12 * 0.88
180(3.8416) * 0.1056
~ 0.0025 (179) + (3.8416) * 0.1056
691.48 % 0.1056
"= 0.4475 + 0.4056
73.020
"= 0.8531
n =86

n

n

Decision: se determind una prevalencia del 12 % segun datos preliminares del proyecto de
investigacion realizado en el INSPI-Quito en el afio 2016, resultando 86 muestras clinicamente
sospechosas de tosferina, almacenadas en el Instituto Nacional de Investigacion en Salud

Publica.

3.1.4 Criterios de inclusion

e Las muestras de hisopado o aspirado nasofaringeo provenientes de Hospitales de la Sierra
del Ecuador, dentro del periodo de agosto 2016 a julio 2017.

e Muestras nasofaringeas con fichas epidemiol6gicas que consten con los datos de edad,
sexo, lugar de procedencia hospitalaria, inicio de sintomas y tipo de muestra (ficha Epi-
Individual 1).

e Rango de edad 0 a 12 meses.

3.1.5 Criterios de exclusion

e Muestras que no cumplieron con las condiciones de almacenamiento y transporte al
Laboratorio de Referencia Nacional de Resistencia a los Antimicrobianos del INSPI.

e Muestra nasofaringea de una sola fosa nasal (derecha o izquierda).

e Muestras nasofaringeas que hayan sido tomadas con hisopos de algodon

3.2 OPERACIONALIZACION DE VARIABLES
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Tabla 4

Operacionalizacion de variables

Variable Dependiente  Dimension Subdimension Definicién conceptual Indicadores  Tipo de Nivelesde  Instrumento de medida
variable medicién
Presencia de Presencia La tosferina es una Frecuencia Cualitativa  Nominal Cultivo y técnicas
Bordetella pertussis y afeccion respiratoria relativa (%) moleculares
Bordetella conocida cominmente
parapertussis en Ausencia como tos convulsiva
poblacién pediatrica 0 pertussis, enfermedad
con sospecha de muy contagiosa causada
tosferina por un tipo de bacteria
Ilamada Bordetella
pertussis (CDC, 2015).
Variable Dimension Subdimensién Definicion conceptual Indicadores  Tipo de Niveles de  Instrumento de medida
Independiente variable medicion
Edad 0-2 meses La edad es el periodo enel Rango Cuantitativa De razén Informacién obtenida
3-6 meses que transcurre la vida de continua de las fichas
un ser vivo (OMS,2016). epidemioldgicas (EPI-
7-11 meses Individual 1) en afios
>12 meses cumplidos.
Sexo Masculino Caracteristicas sexuales Frecuencia Cualitativo  Nominal Informacion obtenida
que se atribuye a los seres  relativa (%) de las fichas
humanos que distinguen epidemioldgicas (EPI-
Femenino entre hombre y mujer Individual 1)
(Academia Espariola, R,
2014).
Lugar de residencia Hospitales de la 1. Provincia Término usado para Frecuencia Cualitativo ~ Nominal Informacion obtenida
hospitalaria Sierra que formen de indicar la casa de salud relativa (%) de las fichas
parte de la Red Pichincha donde ha sido atendido o epidemioldgicas (EPI-
Pablica Integral de 2 Provincia reS|_de actualmente un Individual 1)
Salud del Ecuador de paciente.
Tungurahua
3. Provincia
de
Imbabura
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Tipo de muestra

Identificacion
Bordetella pertussis y
Bordetella
parapertussis a partir
de muestras
nasofaringeas
mediante cultivo y
pruebas
microbioldgicas.

Amplificacion de los
genes de identificacion
para Bordetella
pertussis y Bordetella
parapertussis

Muestras
nasofaringeas

n

nNoe

1. Hisopado
2. Aspirado

Positivo

Negativo

Positivo
Negativo

Fluido corporal
proveniente de varios
sitios con el fin de ser
estudiado (Siliezar Pineda,
2003).

El diagnostico
microbiolégico directo
permite evidenciar el
microorganismo o agente
etioldgico en una muestra
determinada (Mihlhauser
& Rivas, 2014).

La reaccion enzimética in
vitro que amplifica
millones de veces una
secuencia especifica de
ADN durante varios ciclos
repetidos en los que la
secuencia blanco es
copiada fielmente (Tamay
de Dios, Ibarra, &
Velasquillo, 2013).

Frecuencia
relativa (%)

Frecuencia
relativa (%)

Frecuencia
relativa (%)

Cualitativo

Cualitativo

Cualitativo

Nominal

Nominal

Nominal

Informacién obtenida
de las fichas
epidemioldgicas (EPI-
Individual 1)

Cultivo en medio
Regan Lowe mas
cefalexina

Tincién gram

Pruebas de oxidasa y
catalasa

Crecimiento de agar
MacConkey y urea

Extraccion de ADN

Amplificacion de los
genes 15481, ptxA-Pr e
1S1001 por PCR punto
final

Amplificacion de los
genes 15481 e 1S1001
por PCR en tiempo real

Fuente: Elaborado por Saidy Vasconez, 2018
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3.3 MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS

33.1

Cultivo, aislamiento e identificacion microbioldgica

Cajas plasticas Bi- Petri; Marca: Gosselin

Placas portaobjetos

Guantes de Nitrilo talla S; Marca: Santa Cruz Biotechnology.

Regan Lowe Agar BD

MacConkey Agar BD; Marca: Oxoid. Numero de Lote: 1727663. FV: 08/2020.

Agar Urea Base; Marca Oxoid. Numero de Lote: 4460382. FV: 10/2018

Cefadin cépsula de 500 mg (Cefalexina); Marca Life. Numero de Lote: 1601112, FV:
05/2019

Discos de oxidasa; Marca: Sanofi Diagnostics; Nimero de Lote: 8M246R; FV: 12/2018
Reactivo de catalasa

Reactivos para la tincion de Gram (Cristal violeta, Lugol, Alcohol cetona, Safranina)
Incubadora; Marca: Memmert

Cémara hiimeda

Pruebas moleculares

Puntas con filtro para pipeta volumen 0.1-10 pL; Marca: Axygen

Puntas con filtro para pipeta volumen 0.1-10 pL; Marca: Axygen

Puntas con filtro para pipeta volumen 200 pL; Marca: Axygen

Puntas con filtro para pipeta volumen 1000 pL; Marca: Axygen

Microtubos 1.5 mL; Marca: Axygen

Kit de extraccion de ADN- High pure PCR template prep Kit; Marca: Roche
Kit de amplificacion q-PCR - LMX Bordetella pertussis parapert TIB; Marca: Roche
Taqg Master Mix 96 reacciones; LC-FastStart DNA MasterHybr; Marca: Roche
Agua grado molecular; Marca: Promega.

Solucién de PBS, pH: 7,4

Agarosa 500 gr (Grado analitico); Marca: Promega.

Ladder 100 pb; Marca: Promega

SYBR Safe DNA gel stain Invitrogen

GoTag Master Mix; Marca: Promega

TBE 10X

TAE 40X

Primers Forward y Reverse para los genes 15481, 1S1001 y ptxA-PR
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Cabina de bioseguridad; Marca Labconco; N° Serie: 100930645B (Area gris)
Cabina de bioseguridad; Marca: CSB Scientific; N° Serie: 2072 (Area blanca)
Microcentrifuga; Marca: Jouan; N° Serie: 39902558

Termobloque; Marca: Thermomixer; N° Serie: 31409

Incubadora; Marca: Labnet; N° Serie: 6091109.

Vortex; Marca: Genie2; N° Serie: 2-59030

LightCycler® 480 Instrument I

Termociclador; Marca: Labnet; N° Serie: 12020020.

Céamara de electroforesis; Marca: Labnet; N° Serie: 120731026.
Transiluminador; Marca: BioRad; N° Serie: 721BR12258.

Software UVP
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3.4 FASES METODOLOGICAS

3.4.1 Fase I. Aprobaciones

En primer lugar, se obtuvo las cartas de autorizacion para la presentacion del protocolo de
investigacion, el mismo que fue revisado y aprobado por el Comité de Etica de la Investigacion
en Seres Humanos de la PUCE, considerandose cientificamente aceptable, ver Anexo 1. El
presente estudio se limitd a un anélisis retrospectivo de datos provenientes del Sistema de
Vigilancia Epidemioldgica para dicha enfermedad, cuyos datos se mantuvieron encriptados de

manera tal que se garantizé la privacidad y confidencialidad de los mismos.

3.4.2 Fase Il. Recoleccion de datos epidemioldgicos y seleccion de muestras

Se evalud las fichas epidemioldgicas con la finalidad de constatar la informacion relevante para
la obtencidn de datos sociodemograficos y clinicos de cada muestra. Se elabord una base de
datos donde se registrd la edad, género, lugar de procedencia, tipo de muestra, inicio de
sintomas, diagnostico inicial determinado por el médico en base a los criterios clinicos. Para la
seleccion de las muestras se empled un muestreo simple aleatorio de acuerdo a los criterios de

inclusion.

3.4.3 Fase 1. Analisis microbiolégico e identificacion

Las muestras nasofaringeas se procesaron de la siguiente manera: primero se realizo la siembra
por agotamiento en medio de cultivo Regan Lowe suplementado con cefalexina, para luego
suspender el hisopo dentro de un microtubo con 500 pL de PBS para el procesamiento

molecular.

Después de la siembra en el medio de cultivo se incub6 a 37°C y debido al requerimiento de
humedad para su desarrollo se coloco las cajas dentro de una cdmara himeda, entre 7 a 10 dias.
Una vez que se evidencid crecimiento, se evaluaron las colonias presuntivas para la
identificacion de Bordetella spp; a partir de dichas colonias se realizé la identificacion y
diferenciacion de Bordetella pertussis y Bordetella parapertussis mediante las siguientes
pruebas microbioldgicas y bioquimicas: coloracion Gram, oxidasa, catalasa, ureasa en tubo y
desarrollo en Agar MacConkey, ver Anexo 2. Las cepas confirmadas como Bordetella spp.

fueron almacenadas en BHI mas glicerol al 20% a -70°C.
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3.4.4 Fase IV. Andlisis molecular

El andlisis molecular consistio en la extraccion de ADN y amplificacion de los genes de
identificacion, ensayos que se llevaron a cabo en el Laboratorio de Biologia Molecular y el
Laboratorio de Influenza del INSPI-CZ9. A continuacion, se detalla cada una de las fases con

los correspondientes protocolos empleados:

3.4.4.1 Extraccion de ADN a partir de la suspension del HNF

La extraccion de ADN a partir de la suspension se llevo a cabo mediante el kit comercial High
Pure PCR Template Preparation Kit de Roche. El microtubo de 1,5 mL el cual contenia la
suspension de la muestra nasofaringea de la fosa derecha e izquierda, en solucion de PBS se
homogenizo por vortex aproximadamente 1 minuto, posterior a esto se centrifug6 a 13,500 rpm
durante 5 minutos, el sobrenadante se desecho hasta obtener un volumen superior a los 200 pLL.
Se homogenizé nuevamente por vortex y luego se trasvasé 200 pL de la muestra en un tubo de
1,5 mL estéril, el mismo que fue el punto de partida para el protocolo de extraccion de &cidos
nucleicos a partir de bacterias, ver Anexo 3. Finalmente, el ADN extraido fue cuantificado,
mediante espectrofotometria usando el equipo Nanodrop Thermo Fisher Scientific® y a través
de corridas electroforéticas a 90 voltios por 20 minutos en geles de agarosa al 1,5%, para
asegurar que la concentracién y la calidad del ADN fueran las dptimas. Posteriormente, el ADN

fue almacenado a -20°C.

3.4.4.2 Amplificacion de los genes de identificacion

- Identificacién por PCR convencional

A través de la técnica de PCR convencional se realizo la identificacion de las especies de
Bordetella, para lo cual se utilizd primers especificos 1S481 y ptxA-PR para Bordetella

pertussis e 1S1001 para Bordetella parapertussis, detallados en la Tabla 5.
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Tabla b

Secuencias de primers utilizadas para la identificacion de las especies de Bordetella pertussis y
Bordetella parapertussis

PRIMER SECUENCIA PB

IS 481 F 5 -GATTCAATAGGTTGTATGCATGGTT-3’ 182 pb
R 5 -TTCAGGCACACAAACTTGATGGGCG- 3’

ptxA — PR F 5 -CGCCAAGCTGAAGTAGCA- 3’ 537 pb
R 5 - AAGGAGCGTTCATGCCG- 3’

IS 1001 F 5 - CACCGCCTACGAGTTGGAGAT-3’ 172 pb
R 5 —-CCTCGACAATGCTGGTGTTCA-3’

Nota: F= Forward, R= Reverse. Adaptado de “European Centre for Disease Prevention and Control
(2012). Guidance and protocol for the use of realtime PCR in laboratory diagnosis of human infection
with Bordetella pertussis or parapertussis,” por Saidy Vasconez, 2018.

La preparacion de la Master Mix se especifica en la Tabla 6; ademas, el programa de
termociclado para la amplificacidon de estos genes se detalla en la Tabla 7. Los productos de
PCR fueron analizados en un gel de agarosa al 2% tenido con SYBR Safe-DNA Gel Stain,
mediante una corrida electroforética a 90 voltios por 40 minutos con buffer TAE 1X para su

posterior visualizacion en el fotodocumentador, gel documentation system de BioRad.

Tabla 6

Preparacion de Master Mix para los genes 15481, ptxA-PR y 1S1001

Genes ldentificacion de especies

Reactivo 1S 481 ptxA- PR 1S 1001

Cantidad Cantidad Cantidad Concentracion
Agua molecular 4,75 pL 4,05 pL 4,25 pL -
Primer Forward 0,25 pL 0,7 pL 0,5puL 10 pM
Primer Reverse 0,25 L 0,5 puL 0,5 uL 10 uM
Taq Master Mix 6,25 pL 6,25 pL 6,25 pL 1x
ADN 1,0 uL 1,0 uL 1,0 uL
Volumen final 12,5 uL

Fuente: Elaborado por Saidy Véasconez, 2018
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Tabla 7

Programa de termociclado para la amplificacion de las secuencias 15481, ptxA-PR y 1S1001

Gen
Fase IS 481 ptxA- PR IS 1001
Denaturacion (5min) 94 °C 94 °C 94 °C
Hibridacion (30s) 63,6 °C 55,0 °C 60,4 °C
Extension (30s) 72 °C 72 °C 72 °C
Ciclos 25 ciclos 25 ciclos 25 ciclos
Extension final (10min) 72°C 72°C 72°C

Fuente: Elaborado por Saidy Vasconez, 2018

- Identificacion por PCR en tiempo real

Para la identificacion de las especies de Bordetella se realiz6 una amplificacion de las regiones
IS481 e 1S1001 especificas para Bordetella pertussis y Bordetella parapertussis,
respectivamente. En la reaccion de g-PCR, se incluyen tres controles: i) un control positivo
para dichos genes de identificacion (B. pertussis y B. parapertussis), ii) un control negativo

que fue agua de grado molecular y iii) un control interno para Bordetella pertussis.

Uno de los requerimientos previos para la programacion del ensayo es la compensacion de
color mediante el kit LightMix Color Compensation HybProbe 530/640/690, que permite
realizar experimentos de doble color con las sondas HybProbe, el mismo que fue desarrollado
por el equipo técnico de Roche. Posterior a lo mencionado, se realizd un ensayo de

amplificacion para la obtencion de curvas estandares de ambos microorganismos.

Los estandares fueron reconstituidos con 40 uL de agua de grado molecular para conseguir 6
concentraciones diferentes que iban desde 10! a 10° copias de ADN bacteriano y luego emplear
5 uL de cada estandar en la reaccion de q-PCR para la obtencion del rango lineal de reaccion.
De la misma manera, los controles de ADN fueron reconstituidos para alcanzar una

concentracion final de 10° copias de ADN en un volumen de 5 L.

La preparacion de la Master Mix para la reaccion de g-PCR fue realizada acorde a las

cantidades y concentraciones detalladas en la Tabla 8.
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Tabla 8

Preparacion de Master Mix para la identificacion de secuencias especie-especificas de Bordetella
pertussis y Bordetella parapertussis

Reactivos Volumen pL (1)x Concentracion
H20 grado molecular 6.6 -
Mg2+ 24 25mM

. Primers: 0.5 uM
Primers y sondas 2.0 Sondas: 0.2 Um
IC 2.0
Master Mix (TagMan) 2.0 10x
ADN 5.0
Volumen final 20 puL

Fuente: Elaborado por Saidy Véasconez, 2018

Las condiciones para la PCR en tiempo real consistieron en la programacion de 4 pasos:
desnaturalizacion, amplificacion, curvas melting y enfriamiento, ademas de la seleccién de
combinacion de filtros 465-510, 498-640, 498-660 en el LighCycler 480 Il. Los pasos del

programa se explican en la Tabla 9.

Tabla 9

Programa de termociclado para la amplificacion de las secuencias de identificacion por PCR en
tiempo real

Programa Pasos Mo@q (.je Ciclos Tempoe ratura Tiempo Moc_jo_ o_Ie;
analisis (°C) adquisicién
Denaturation Desna_tu_ra_llzauon - 1 95 10 min -
inicial
Desnaturalizacién 50 95 05 seg -
Cycling Apareamiento  Cuantificacion 62 05 seg Unico

Extension 72 15 seg -
Desnaturalizacion c 1 95 30 seg -
Melting Apareamiento urvas 40 01 min -
L Melting _

Extension 80 - Continuo
Cooling Extension final - 1 40 30 seg -

Fuente: Adaptado de “Manual de LightMix Kit Bordetella pertussis and parapertussis, (2017)- Roche
Applied. TibMolbiol,” por Saidy Véasconez, 2018
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3.5 CONTROL DE CALIDAD
3.5.1 Control de calidad del medio de cultivo Regan Lowe

Se efectud el control de calidad de los medios de cultivo utilizados en el presente estudio, a
través de la evaluacion de las caracteristicas fisicas y el control de desempefio del medio con

el cultivo de cepas ATCC, segun establezca el fabricante.

Para evaluar la esterilidad de los medios de Regan Lowe, primero evalué la sangre de caballo
utilizada en su preparacion. Por otro lado, dichos medios fueron incubados a 37°C por 24 horas.
Adicionalmente, con la finalidad de evaluar la selectividad del medio de Regan Lowe se
sembro una cepa de Bordetella pertussis ATCC 9797, para poder diferenciar a los aislados de
Bordetella spp. de otras especies que presenten un crecimiento con las mismas caracteristicas

fenotipicas.

3.5.2 Control de calidad de las pruebas microbioldgicas de deteccion de Bordetella spp.
Por otro lado, se evalud la calidad de las pruebas microbioldgicas empleadas en la deteccidn
de Bordetella spp. a través del uso de una cepa Escherichia coli ATCC 25922 como control
positivo para el crecimiento en el medio de agar MacConkey, proporcionada por el Centro
Referencia Nacional de Resistencia a los Antimicrobianos del INSPI.

3.5.3 Control de calidad de las técnicas de PCR

Para la evaluacion de los diversos genes de amplificaciéon mediante g-PCR, se utiliz6 DNA
bacteriano que contenia los genes 15481 e 1S1001 incluidos en el Kit de Light Cycler FastStart
DNA Master HybProbe de Roche. Por otro lado, se realizo las curvas de estandarizacion para
Bordetella pertussis y Bordetella parapertussis como uno de los pardmetros necesarios para
poder cuantificar el nimero de copias de cada muestra. Para el control de calidad de la PCR
convencional se empled la extraccion de ADN de la cepa ATCC 9797 para Bordetella
pertussis, la misma que amplifico para los genes 1S481 y ptxA-PR; mientras tanto, para la
evaluacion del gen 1S1001 se emple6 un control positivo de Bordetella parapertussis

proporcionado por el INSPI.
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3.6 ANALISIS ESTADISTICO DE DATOS

La informacidn clinica de los pacientes, los resultados obtenidos por el cultivo microbioldgico
y por la amplificacion de los genes por PCR en tiempo real se organizé en una base de datos,
para su posterior tabulacion y analisis estadistico mediante analisis porcentuales de frecuencias
para lograr una distribucién de las variables del estudio, que se representaron en tablas y
graficos de frecuencia. Se empleé el estadistico ji-cuadrado, con el objetivo de contrastar las
frecuencias observadas con las frecuencias esperadas de acuerdo con los objetivos planteados.
Para valorar la utilidad diagndstica, se analizaron los pardmetros de sensibilidad, especificidad,
valor predictivo positivo y valor predictivo negativo, mediante una tabla de 2x2, confrontando
los resultados de las pruebas de cultivo y PCR convencional.
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CAPITULO IV

4.1 RESULTADOS

4.1.1 Datos epidemioldgicos de la poblacion en estudio

A partir de agosto 2016 a julio 2017 se recibieron muestras de 180 casos sospechosos de
tosferina con formulario EPI 1 para su confirmacién mediante cultivo. Del total de muestras
receptadas se trabajo con un n=86, las cuales provenian de distintas instituciones de salud de
la region Sierra del pais; el mayor porcentaje de casos sospechosos de tosferina fueron
notificados por la unidad de salud H002, que representa el 35%, seguido de un 13% del HO05
y 12% del H009, como se observa en la Figura 4.

H001
1%

= HOO1
= H002
= HOO03

HO004
= H005
= H006
= H007
= H008

HO11
2%

HO08 _// = H009

1% Hoo7 TR

2% / H003 - HO11
H006 Hoo4 9%

1% 6% = H012

Figura 4. Frecuencia de casos sospechosos de tosferina con respecto a la institucién de salud que
notifica.
Fuente: Investigacion Elaborado por: Saidy Vasconez

El 45% de los pacientes corresponde al sexo femenino; mientras que el 55% fueron de sexo
masculino. En edades comprendidas entre 0 a 12 meses, el rango de edad mas frecuente de
casos sospechosos de tosferina es de 0 a 3 meses con el 65%, como se observa en la Figura 5.
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Figura 5. Representacién del porcentaje de pacientes de acuerdo al rango de edades en relacién
con el sexo.
Fuente: Investigacion Elaborado por: Saidy VVasconez

En cuanto al tipo de muestra, el 95% fueron hisopados nasofaringeos transportados en medio
semisolido de Regan Lowe con hisopos de punta de alginato de calcio; mientras que solo el 5%

fueron muestras de aspirado nasofaringeo, enviadas en frasco estéril de tapa hermética.

4.1.2 ldentificacién microbioldgica

La identificacion de los microorganismos se evidencio mediante las pruebas macroscopicas,
microscépicas y microbiolédgicas. En el estudio macroscopico, tras la siembra en medio de
cultivo Regan Lowe mas cefalexina se las consiguié identificar como colonias convexas,
redondas bien definidas, brillosas, similares a una gota de agua; mientras que por analisis
microscopico se visualizaron coco bacilos Gram negativos, como se observa en la Figura 6. En
la identificacion microbioldgica que permite diferenciar entre especies de Bordetella se
obtuvieron los siguientes resultados: oxidasa positiva, catalasa positiva, urea negativa y
crecimiento en Agar MacConkey negativo, ver Anexo 2. De las 86 muestras incluidas en el
estudio, el 23% resultaron positivas; mientras que el 77% fueron negativas para Bordetella spp.
Se obtuvo que el 100% de las muestras positivas corresponden a Bordetella pertussis.
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A6 B6

Figura 6. Estructura mrfolégica de Bordetella spp. La figura A6 corresponde a la morfologia
macroscépica de Bordetella spp. y la figura B6 a la morfologia microscopica de Bordetella spp.
Fuente: Investigacion Elaborado por: Saidy Vasconez

A continuacion, se muestra la relacion entre el sexo y los resultados obtenidos mediante cultivo
microbioldgico, indicando un 10% de resultados positivos para Bordetella pertussis
correspondiente al sexo femenino y un 13% al sexo masculino; mientras que en los resultados
negativos se presentd un mayor porcentaje en el sexo masculino, como se observa en la Figura
1.
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Figura 7. Representacion del porcentaje de casos de acuerdo al sexo en relacion con los resultados
de cultivo microbiolégico.
Fuente: Investigacion Elaborado por: Saidy Vasconez

De la misma forma, se realizé la relacién de la edad con los resultados del cultivo, el porcentaje
de casos que presenté mayor frecuencia fue el rango de edad de 0 a 3 meses, cuyos resultados
por cultivo fueron negativos en su mayoria, tal como se observa en la Figura 8.
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Figura 8. Representacion del porcentaje de casos de acuerdo al rango de edad en relacién con los
resultados de cultivo microbioldgico.
Fuente: Investigacion Elaborado por: Saidy Vasconez

4.1.3 Identificacion genotipica de Bordetella pertussis y Bordetella parapertussis

A través de la técnica molecular de PCR punto final se realizd la amplificacion de los genes
1S481, ptxA-PR y 1S1001, de los cuales, el 41% resultaron positivos para 1S481 y ptxA-PR
especificos de Bordetella pertussis, mientras que el 59% restante fueron negativas para todos
los genes, ver Figura 9. También, se obtuvo una muestra que amplificd para los genes 1S481 e

1S1001, como se observa en la Figura 10.

Control (-)

Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa 2% de la amplificacién de los genes 15481, ptxA-PR e
1S1001.
Fuente: Investigacion

41



Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa 2% de la amplificacion de los genes 1S481 e 1S1001 en
un espécimen del estudio (BP17- 082).
Fuente: Investigacion

4.1.4 ldentificacidn genotipica de Bordetella pertussis y Bordetella parapertussis
mediante PCR en tiempo real

4.1.4.1 Amplificacion de las curvas estandares para Bordetella pertussis y Bordetella
parapertussis

Como se menciona en la fase metodoldgica, se realiz6 la amplificacion de las curvas de

calibracion a partir de 6 estandares de ambos microorganismos desde 10* a 108 copias de ADN.

En las curvas estandares para Bordetella pertussis se obtuvo una eficiencia de 1,949 y un error

de 0,024; mientras que Bordetella parapertussis presentd una eficiencia de 2,00 y un error de

0,006. En la amplificacion de las curvas para Bordetella pertussis se obtuvo un valor de CP=

16,21 correspondiente al estandar 6 hasta un CP=32,80 del estdndar 1, como se observa en la

Figura 11. En cuanto a las curvas para Bordetella parapertussis, se tuvo un valor de CP=17,84

del estdndar 6 a un CP=33,67 correspondiente al estdndar 1, como se observa en la Figura 12.
Amplification Curves

Fluorescence (198-640)
W W
2
L

i _498-6

Figura 11. Amplificaciéﬁ de las curvas estandares para Bordetella pertussis, filtro 498-640.
Fuente: Investigacion
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Figura 12. Amplificacic')rT de las curvas estandares para Bordetella parapertussis, filtro 498-660.
Fuente: Investigacion

4.1.4.2 Amplificacion de los ADN extraidos de las muestras nasofaringeas para la
deteccion de Bordetella pertussis y Bordetella parapertussis

Segun el protocolo establecido por el kit comercial LightMix® Kit Bordetella pertussis and
parapertussis, ver Anexo 4. Se amplificaron los genes 1S481 e 1S1001 con los canales de
deteccidén 498-640 y 498-660, para la identificacion de Bordetella pertussis y Bordetella
parapertussis, respectivamente. Para la interpretacion de los resultados se tomaron en cuenta
las curvas de amplificacion y las curvas de melting. Los controles positivos presentaron sefiales
de amplificacion, mientras que los controles negativos permanecieron negativos (sin sefial).
Para confirmar los controles y muestras negativas se verifico la accién del control interno en
el filtro 498-640 a través de la curva de melting con un pico en 49,5°C, como se observa en la

Figura 13.
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Figura 13. Amplificacion del melting peaks para las muestras o controles negativos, en el canal

de deteccion 498-640.
Fuente: Investigacion

Los posibles resultados se establecieron conforme a los criterios del inserto y del operador. Se
considerd una muestra negativa para Bordetella, cuando no presentara sefial de amplificacion
en ninguno de los canales de deteccion, pero elevacion del pico en melting. Las muestras
probablemente positivas para Bordetella pertussis, fueron aquellas que presentaron elevacion
en el canal 498-640, controles positivos con un Ct entre 20-23 y control negativo sin sefial;
mientras que una muestra positiva para Bordetella parapertussis amplifica en el filtro 498-660,
controles positivos con un valor de Ct entre 20-23 y controles negativos sin sefial, como se
observa en la Figura 14 y Figura 15. Ademas, puede existir casos de co-infeccion o posible
Bordetella bronchiseptica, segln lo explica la guia de la ECDC, cuando exista amplificacion
de ambos genes, con sefial en los dos canales de deteccion; lo cual se presentd en una muestra

del estudio, como se observa en la Figura 16.
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filtro 498-660.
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45



Ampiitication Curves (6988) (z00m Amplirication Curves (S8 (zoom)
353 ‘ 1150( e
3233 o | nm: g
| \ { oy
23| [ a6 -
2533 {
| 0750
2 23 % X -~
] o] / | 0% D10: BP27-082
§ 20 / e’ { >
g 1 [/ oweeiz0m) g s /
1728 / 10: 8917082 . ‘ 3 00| )
| / .
143 / E 0480
o] / 2 ozof
083 / 0280/
053] a1%0/ <N >
020 i (TN . SRR S e i~
e £ s - - e i
o [ ) ) 1 5 @ [3 El o s F] > B ES [ & 0
Cyclex sCycles
oy = o )
Standard Curve (Curva std pertusis 2018.03.07 SV (5t4)) Standard Curve (Curva std parapertusis 2018.03.07 SV (Si4))
Ence 0.024 !1' —— Eror 000679 Im =5 —
Ellciency; 1343 —— Ehmrcy. 200 .
Sope 3 > — Sk -3 308 » =
Vivmrcest %79 Vintercest 7 51 —
Lok B3 2| S ‘ Linic 1008 —~
o R » et S
7 7 3 3 7 ‘) 3 3 5
Log Concentration Log Concentration
= el 7 = - A e MY S (M s [ contite [
— e = . FreTre D |

Figura 16. Amplificacion de la muestra BP17-082 por PCR en tiempo real. La figura A16 muestra

la amplificacion en el canal de deteccion 498-640 y la figura B16 en el canal de deteccidon 498-660.
Fuente: Investigacion

Se amplificaron ambos genes para los 86 ADN’s del estudio, ver Anexo 7, de los cuales 85
resultaron positivos para Bordetella pertussis y un sélo caso de co-infeccidn entre ambos genes.
Los experimentos fueron validados a través de los controles negativos tanto de la extraccion
del ADN, blancos (agua de grado molecular), hisopados de pacientes sanos, muestras no
relacionadas como ARN y Streptococcus pneumoniae, los controles positivos y estandares,
como se observa en la Figura 17. Sin embargo, al analizar los experimentos y debido a la
elevada carga (Ct) de ADN que presentaron ciertas muestras posiblemente ocasionaron falsos
positivos, por generacion de aerosoles. Esto dificultd analizar la relacion entre el cultivo
microbiologico y la PCR en tiempo real, para lo cual se decidié comparar con los resultados de

la PCR convencional.
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relacionadas, en el canal de deteccion 498-640.
Fuente: Investigacion

4.1.5 Relacién entre la deteccién de Bordetella pertussis por PCR convencional con la
identificacion mediante cultivo microbiolégico

En términos de sensibilidad y especificidad se relaciono los resultados obtenidos a través de

ambas técnicas de diagnostico, siendo la PCR convencional el método de comparacién con

respecto al cultivo microbiol6gico, método Gold estdndar. Se obtuvo un valor de sensibilidad

del 78,9% vy especificidad del 71,2%, valor predictivo positivo del 44,1% y valor predictivo

negativo de 92,1%, como se expresa en la Tabla 10.

Tabla 10

Sensibilidad y especificidad de la PCR convencional frente al cultivo en la deteccion de Bordetella
spp.

CULTIVO
Positivo para B. Negativo para B.
. . Total
pertussis pertussis

Positivo para B.
PCR pertussis 5 19 34
Convencional Negatl\{o para B. 4 47 51

pertussis

Total 19 66 85

Sensibilidad: 78,9%; Especificidad: 71,2%; VPP: 44,1%; VPN: 92,1%
Fuente: Investigacion Elaborado por: Saidy Vasconez
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4.1.6 Relacion entre el periodo de inicio de sintomas y el diagnéstico mediante cultivo
y PCR

De las fichas epidemiologicas de la notificacion de caso se ocuparon datos de inicio de sintomas
de cada paciente y su respectiva fecha de procesamiento en el laboratorio; es asi como se
calcul6 el tiempo transcurrido entre el inicio del cuadro clinico y su anélisis respectivo para
evaluar una posible relacion entre el nimero de dias transcurridos de la enfermedad con el tipo
de metodologia para la deteccion de estos microorganismos. La fase de la enfermedad se
relaciond con el diagndstico mediante cultivo realizando una prueba de chi cuadrado
considerando una diferencia significativa con un valor de p < de 0,05. Se determind que existe
relacion estadisticamente significativa entre la deteccién mediante cultivo microbioldgico a

partir del dia 1 al dia 12 del inicio de sintomas, como se observa en la Tabla 11.

Tabla 11

Relacion del periodo de inicio de sintomas con el diagnostico mediante cultivo

PERIODO DE INICIO DE CULTIVO

SINTOMAS Positivo para B. pertussis Negativo para B. pertussis  Total
1-4 dias 2,3% 8,1% 10,5%
5-8 dias 4,7% 32,6% 37,2%
9-12 dias 11,6% 12,8% 24,4%
13-17 dias 2,3% 14,0% 16,3%
18-22 dias 2,3% 9,3% 11,6%
Total 23,3% 76,7% 100%
Chi cuadrado de Pearson Valor: 9,457; gl: 4; p-valor: 0,04

Fuente: Investigacion Elaborado por: Saidy Vasconez

Por otro lado, el analisis realizado entre el tiempo transcurrido del inicio de los sintomas y la
deteccion mediante PCR convencional no mostro relacion de dependencia; es decir, al realizar
la prueba de chi cuadrado se obtuvo un valor de p > 0,05. Se determind que no existe relacién
estadisticamente significativa entre la deteccién mediante PCR convencional y el periodo de
manifestacion de los sintomas desde el dia 1 al dia 22, como se muestra en la Tabla 12. En
general, el 23,3% (20/86) de las muestras de HNF positivas para cultivo y el 41% (35/86) de
las muestras de HNF positivas para PCR convencional fueron colectadas en < 22 dias después

de la aparicion de la tos.
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Tabla 12

Relacion del periodo de inicio de sintomas con el diagnoéstico mediante PCR convencional

PCR convencional

PERIODO DE INICIO

DE SINTOMAS Positivo para B. pertussis Negativo para B. pertussis Total
1-4 dias 2,3% 7,0% 9,3%
5-8 dias 11,6% 24,4% 36,0%
9-12 dias 13,6% 10,5% 24,1%
13-17 dias 7,0% 10,5% 17,4%
18-22 dias 5,8% 7,0% 12,8%
Total 40,7% 59,3% 100%

Chi cuadrado de

Pearson Valor: 1,283; gl: 4; p-valor: 0,86

Fuente: Investigacion Elaborado por: Saidy Vasconez

4.1.7 Establecimiento de un algoritmo diagndstico de laboratorio para la deteccién de
Bordetella pertussis y Bordetella parapertussis.
Dado la oportunidad de mejora que promueve el laboratorio de referencia para la confirmacién
y deteccion de Bordetella pertussis en casos de sospecha de tosferina busca implementar
nuevas metodologias diagndsticas que permitan complementar al cultivo microbioldgico, sin
la necesidad de recurrir a cepas viables; es asi como, a través del andlisis de los resultados
obtenidos en este estudio se ha planteado una guia practica para el manejo de las muestras
desde su transporte, conservacién y procesamiento en el laboratorio, con la finalidad de mejorar
la eficacia del diagnostico en términos de sensibilidad y a la vez proporcionar resultados
rapidos para asegurar un tratamiento oportuno. Ademas, de reforzar los protocolos establecidos
en la identificacién de dichos microorganismos por parte del sistema integrado de vigilancia
epidemioldgica de la enfermedad. En la Figura 18, se puede observar la propuesta de un

algoritmo diagndstico de laboratorio en la confirmacion de los casos con sospecha de tosferina.

En el mercado se encuentra disponible una amplia gama de Kits para la deteccion de patdgenos
respiratorios como Bordetella pertussis y Bordetella parapertussis; entre los cuales se halla el
panel respiratorio Multi Well System (MWS r-gene®) de uso diagndstico in vitro que permite

la deteccion de dichos patogenos de forma simultanea por PCR en tiempo real (bioMérieux).

También se comercializa las pruebas moleculares de Simplexa ™ Bordetella Universal Direct
PCR en tiempo real que pueden ayudar en la deteccién diferencial rapida y el diagnéstico de
Bordetella pertussis y Bordetella parapertussis (FocusDiagnostics, 2012). Por otro lado, el
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panel respiratorio de FilmArray cuenta con un ensayo que permite la identificacion de
Bordetella pertussis a través de la secuencia 15481 (BioFireDiagnostics, LLC). No obstante,
estos métodos moleculares disponibles se basan en una unica secuencia para la distincion de
especie; mientras que, el CDC utiliza y recomienda una PCR multiplex en tiempo real que
permite la confirmacion y la diferenciacion entre las especies de Bordetella; motivo por el cual,
sugieren emplear primers especie-especificos en el disefio in house de la PCR (CDC, 2016).
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Fuente: Investigacion Elaborado por: Saidy Vasconez
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CAPITULO V

5.1 DISCUSION

La tosferina es considerada una enfermedad reemergente, debido al incremento en su
incidencia pese al manejo de altas coberturas de vacunacion (Moraga-Llop & Campins-Marti,
2015), que se manifiesta principalmente en lactantes de corta edad (Giménez-Sanchez et al.,
2014). En este trabajo se llevo a cabo un estudio descriptivo retrospectivo en el periodo 2016 -
2017, en el cual se analizaron los datos epidemiolégicos de casos sospechosos de tosferina de
12 instituciones de salud que notificaron tales eventos; la mayor frecuencia se registré de una
Unidad de Salud Pediéatrica al ser la poblacion de estudio nifios menores de 1 afio de edad, al
igual que el estudio realizado por Aveiga (2015) en la provincia del Guayas, que reporta un

47% de casos notificados por un Hospital Pediétrico.

En cuanto al sexo, existe predominio del masculino con un 55%, respecto al femenino con un
45%, sin ninguna correlacion significativa, similar a los datos de Corres (2016). Sin embargo,
segun el estudio realizado por Pérez-Pérez et al (2015) acerca del panorama epidemiolégico de
la tosferina menciona que se han notificado mas casos en mujeres que en hombres con una
relacion de 1:1.2, condicion que coincide con la proporcion de 0.87:1 del reporte del ECDC
(2012).

El total de casos sospechosos corresponden a nifios menos de 1 afio de edad, con mayor
frecuencia en el grupo etario de 0 a 3 meses, que representa el 65%; lo cual concuerda con
varios estudios realizados en paises cercanos de la regidn (Pérez-Pérez et al, 2015; Santos,
2015); a lo cual cabe mencionar la vacunacion como factor de riesgo, sobre todo si se considera
el hecho de la falta de vacunacién y la vacunacion incompleta para su desarrollo (Cardona,
Segura, Garzon, Calle, & Agudelo, 2016). Un estudio realizado por Stefanelli (2017) menciona
un mayor grado de severidad de la infeccion de tosferina en lactantes no vacunados, de los
cuales la mediana de la edad fue de 45 dias. Castillo et al (2015) en su estudio realizado en
Lima-Peru reporta una incidencia de tosferina de hasta 40% en nifios menores de un afio de

edad, similar que la tasa de este estudio.

Segun el PAL, el esquema de vacunacion para tosferina empieza a partir de los 2 meses de edad

con la administracion de la vacuna pentavalente (DPT+HB+Hib) (PAI, 2016). Las vacunas
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DTP de células enteras fueron asociadas con varios eventos adversos locales, fiebre y eventos
sistémicos leves; por lo que, en los Estados Unidos, la vacuna contra la tosferina recomendada

para bebés y nifios es la DTaP (Difteria, tétanos y pertussis acelular) (CDC, 2016).

Sin embargo, en Ecuador el Ministerio de Salud Publica administra la vacuna pentavalente y
trivalente contra tosferina, compuestas de células enteras inactivas. A lo que, Brookes et al
(2018) en su estudio menciona que la vacunacion contra tosferina acelular puede ser menos
efectiva para proporcionar una eliminacion de la colonizacién, mientras que la vacunacion a
partir de células enteras puede inducir inmunidad que interfiere y reduce significativamente la
colonizacion. No obstante, segun el registro de liberacién de medicamentos bioldgicos existen
vacunas contra tosferina de tipo acelular provistas por el sector privado, conocida como
Boostrix (ARCSA, 2017).

Aunque en este estudio se desconoce el estado vacunal de los menores, datos recientes sobre
la vacuna de tipo acelular DTaP demuestran que posee un bajo efecto protector contra
Bordetella pertussis, para lo que se requiere implementar estrategias de protecciéon a las
poblaciones més vulnerables (Warfel & Edwards, 2015). Plotkin (2014) en su estudio sefiala
que la inmunizacién de las mujeres embarazas podria representar una estrategia exitosa de
proteccién a travées de la transferencia de anticuerpos maternos, ya que el mayor nimero de

casos se presenta en los primeros meses de vida.

La confirmacion de laboratorio de la tosferina puede ser complejo por varias razones, entre
estas la obtencion de muestras inadecuadas, tiempo transcurrido entre la toma y el
procesamiento, tratamiento antimicrobiano, fase de la enfermedad, medio de transporte y de
cultivo especificos para Bordetella spp. Se evaluaron ciertos parametros para considerar una
muestra apta para el estudio; a lo cual cabe mencionar que la calidad de la muestra empieza
con un adecuado proceso de coleccion del espécimen, tal como sefialan los protocolos del CDC
(2011) y corroboran estudios anteriores por Sintchenko (2008). Sin embargo, reportes de la
evaluacion de la estrategia nacional de inmunizaciones indican que el 80% del personal de

salud no se encuentra capacitado en la toma de muestras para tosferina (PAHO, 2017).

La totalidad de muestras fueron aceptadas teniendo en cuenta el protocolo para la conservacion
y transporte de muestras para la investigacion de tosferina, segun el Ministerio de Salud Pablica

(SIVE, 2013). El transporte de muestras es considerado otro punto critico del proceso, en el
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estudio las muestras fueron receptadas en medio de cultivo semisélido de Regan Lowe a
temperatura ambiente hasta 24 horas, de tal modo que se aseguro el crecimiento y viabilidad
de la bacteria para el analisis microbiologico, lo que concuerda con los protocolos establecidos
por el WHO (2014).

El Regan Lowe semisdlido complementado con sangre de caballo y cefalexina es el medio de
eleccion que sirve para el transporte, enriquecimiento e inhibicién de la flora normal
nasofaringea por accion de la cefalexina, como lo descrito por Zouari, Smaoui, & Kechrid
(2012). Segun la guia para la vigilancia por laboratorio de Bordetella pertussis de Colombia
establece que la temperatura de almacenamiento y transporte para procesamiento de las
muestras antes de las 24 horas debe ir de 10 a 20°C (ambiente); mientras que después de las 24

horas, las muestras se deberan conservar de 4 a 8°C (INS, 2017).

Las muestras recolectadas de este estudio, en funcion al protocolo que maneja el Ministerio de
Salud Puablica del Ecuador esta destinado Unicamente para el analisis mediante cultivo
microbiologico debido al tipo de hisopo con punta de alginato de calcio, que permite el
crecimiento de Bordetella spp. a diferencia de los hisopos de algodén que no son recomendados
ya que presentan acidos grasos toxicos para la bacteria, de acuerdo a lo detallado en el National
Health Service of England (2014). Mientras tanto, se han descrito efectos inhibitorios en la
PCR a causa de los hisopos con punta de alginato de calcio, como lo menciona Wadowsky et
al, en su investigacion; motivo por lo cual, no se recomienda el analisis molecular a partir de
este tipo de hisopos. No obstante, en base a otros estudios, lavar el hisopo con punta de alginato
de calcio en solucion de PBS reduce la tasa de inhibicion a un 21% (Cloud, Hymas, & Carroll,
2002); lo cual se llevo a efecto en la presente investigacion. Estudios adicionales recomiendan
el uso de hisopos de poliéster, como Dacron para el estudio de Bordetella tanto por cultivo y
PCR (CDC, 2015).

Las muestras analizadas en el estudio fueron 95% hisopados y 5% aspirados nasofaringeos, los
cuales han sido descritos como los 2 métodos de preferencia para la coleccion de secreciones
nasofaringeas (Kerr & Matthews, 2000). Sin embargo, el CDC recomienda el aspirado
nasofaringeo con solucion salina para obtener mayor cantidad de ADN bacteriano en la

muestra, en especial para el estudio por PCR.
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El desempefio de la técnica de cultivo microbioldgico depende de varios factores, entre los que
se encuentra el medio de cultivo utilizado, las condiciones de incubacion y el tiempo de
incubacion. Para el aislamiento de Bordetella pertussis y Bordetella parapertussis existen
medios selectivos, como el Agar Regan Lowe y el Agar Bordet Gengou (BD Systems, 2003).
No obstante, Nataprawira (2015) menciona que el Agar Regan Lowe presenta una ventaja
adicional con respecto al medio de Bordet Gengou, ya que este no se considera un medio
selectivo y el tiempo de duracion es de 1 a 2 semanas a diferencia del Regan Lowe que es

estable hasta 8 semanas a 4°C.

Sin embargo, Lavayeén et al (2017) menciona el uso del Agar Bordet Gengou suplementado
con sangre de carnero al 10%, en condiciones de aerobiosis entre 35°C a 37°C; Bailon (2016)
detalla la utilizacion del Agar Regan Lowe, el cual tiene como base el agar carbon (Agar
Charcoal), adicionado con sangre de caballo y cefalexina (40 mg/ml), como inhibidor para
suprimir bacterias de la nasofaringe, pero ademas se recomienda el uso del medio RL sin
cefalexina, ya que algunas cepas (<10%) de Bordetella no crecen en RL con cefalexina, como
el caso de Bordetella holmesii (CDC, 2014). No obstante, Nunes et al (2016) especifica que el
agar Regan Lowe enriquecido con carbdn vegetal mas 40 mg / ml de cefalexina y 5% de sangre
de caballo ha presentado buenos resultados para el aislamiento de Bordetella spp. a partir de
muestras de aspirado e hisopado nasofaringeo y especimenes de esputo, siendo una de las

razones para la utilizacion del mismo en este estudio.

Entre las condiciones y el tiempo de incubacion se realizé una evaluacion periddica de los
medios de cultivo incubados a 37°C, cada 24 horas durante 7 a 10 dias para evaluar las colonias
presuntivas de Bordetella spp. y su posterior confirmacion mediante pruebas como tincion
Gram, catalasa, oxidasa, urea y crecimiento en agar MK para la diferenciacion entre especies,
lo cual concuerda con estudios similares como Nunes et al (2016). Generalmente, Bordetella
pertussis se detecta entre 5 a 7 dias, aunque ciertas colonias pueden tardar hasta 12 dias;
mientras que Bordetella parapertussis no es tan exigente y se demora entre 3 a 5 dias en
desarrollarse (Leber, 2014). Sin embargo, aunque el cultivo se considere altamente especifico,
se requiere de varias pruebas microbiologicas complementarias, como fue detallado en el

algoritmo diagnostico de laboratorio de este estudio, en base a criterios del CDC (2015).

La proporcién de positividad del cultivo nasofaringeo en este estudio fue del 23% (20/86),

considerado el método de referencia para el diagndstico de la infeccion por Bordetella
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pertussis, segun lo descrito por la literatura (Dragsted, 2004; WHO, 2016), al ser altamente
especifico. Sin embargo, este método carece de sensibilidad, como lo refiere Girsel (2012),
indicando que el cultivo es adecuado para el diagnostico de tosferina, principalmente en la
confirmacion de brotes; no obstante, la tasa de recuperacion es baja en comparacion con los

métodos moleculares, siendo estos necesarios para un diagndstico preciso y confiable.

Respecto al estudio molecular se identificé la presencia de Bordetella spp. a través de la técnica
de PCR convencional por la amplificacion de genes especificos del microorganismo como
IS481 y ptxA-PR para Bordetella pertussis y el gen 1S1001 para Bordetella parapertussis
(ECDC, 2012; Castillo, 2015; Lavayén et al., 2017). Esta técnica molecular presentd una
proporcién de positividad del 41% (35/86), determinando una sensibilidad considerable del
79%, tomando como método de comparacion la técnica de cultivo, mientras que estudios como
el de Dragsted (2004) indica una sensibilidad del 97% en la PCR, pese a que Farias (2015)
reporta una sensibilidad del 50%, siendo mas baja que la sensibilidad obtenida en esta
investigacion. En cuanto a la especificidad, en el estudio corresponde al 71%, mientras que

Dragsted (2004) y Farias (2015) reportan una especificidad del 93 y 84%, respectivamente.

Existe ciertas variaciones entre los porcentajes de sensibilidad y especificidad reportados en el
estudio, a causa de la discrepancia presente en 4 muestras (falsos negativos) que fueron
positivas para Bordetella pertussis mediante cultivo, pero negativas por PCR convencional, lo
cual plantea interrogantes sobre la presencia de polimorfismos en el ADN diana de dichas
muestras, segun el estudio de Glare (1990) o interferencias debido al tipo de hisopo con punta
de alginato de calcio, asociado a inhibicion de la PCR, como refiere Wadowsky et al (1994) y
Cloud (2002) en sus investigaciones; ademas, se ha considerado posibles interferencias propias
de las muestras nasofaringeas y del medio de transporte en que se encontraban, lo cual no
favorecid para obtener ADN de dptima calidad. Mientras que el porcentaje de los falsos
positivos respecto a los verdaderos positivos se atribuye a la baja sensibilidad que presenta el
cultivo en la deteccion de Bordetella spp. (Lingappa et al, 2002; Farias, 2015).

No obstante, la sensibilidad y especificidad hallada para la PCR convencional demuestra una
mayor capacidad para la deteccion de Bordetella pertussis y Bordetella parapertussis, aunque
es necesario complementar el diagndstico con el método Gold estandar (Sanz, 2002; CDC,
2017). Mattoo & Cherry (2005) indican que se obtiene una mayor sensibilidad cuando se

complementa el cultivo con la PCR y pruebas seroldgicas.
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Cabe recalcar que estos hallazgos de sensibilidad y especificidad no se deben generalizar para
todas las pruebas de identificacion de Bordetella spp. disponibles comercialmente, ya que este
estudio se lo realiz6 en funcion de un protocolo del ECDC, pero utilizando un kit comercial
para uso investigativo (TibMolbiol LightMix® Bordetella pertussis y parapertussis). No
obstante, Lanotte et al (2011) en su estudio evalud ciertos kits comerciales destinados al
diagnostico in vitro de Bordetella, mostrado que los ensayos de Simplexa Bordetella pertussis
| parapertussis de Focus Diagnostics, SmartCycler Bordetella pertussis / parapertussis de
Cepheid y de Bordetella R-gene de Argene presentaron una sensibilidad mayor al 90% en la

identificacion de dichos microorganismos.

El gen 1S481 ha sido descrito por varios autores como el blanco para la identificacion de
Bordetella pertussis (Hasan, 2014; Kolodkina, 2014). No obstante, también se encuentra
asociado a una infeccion ocasionada por Bordetella holmesii, por lo cual se recomienda la
evaluacion de blancos especificos, el gen de la toxina pertussis (ptxA) para Bordetella pertussis
y el gen h1S1001 para Bordetella holmesii (Lotfi, 2016). En este estudio el 39% (34/86) de las
muestras dio un resultado positivo para los genes 1S481 y ptxA-PR y se considerd positivo para
Bordetella pertussis, de acuerdo con el estudio de Castillo (2015); mientras que el gen 1S1001
especifico de Bordetella parapertussis amplifico Unicamente en una muestra, que ademas fue
positiva para el 1S481 siendo considerada como co-infeccién; sin embargo, Petridou et al
(2018) reporta que en su estudio aquellas muestras que fueron positivas tanto para 1S481 como
para 1S1001 se designaron como Bordetella bronchiseptica.

Las distintas metodologias utilizadas para la confirmacion de tosferina permitieron ampliar el
periodo en el cual la enfermedad fue detectada en comparacion con el tiempo de deteccién de
una prueba empleada de forma aislada. En el estudio, la media del tiempo de evolucion de la
enfermedad al momento de la tomay procesamiento de las muestras para los casos confirmados
por cultivo fue 10 dias, en un rango de 1 a 20 dias; datos semejantes a los reportados por
Lavayén et al (2017), en donde se menciona que la media del tiempo de evolucion de sintomas
con respecto a la toma de muestra de los casos con cultivo positivo fue 6,3 + 4,2 dias y un

rango de 1 a 15 dias.

De modo que, varias organizaciones de salud como el Departamento de Salud de Minnesota

indican que el tiempo Gptimo para la confirmacion por cultivo se lo debe realizar a partir de las
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muestras recogidas durante las 2 primeras semanas del inicio de sintomas. (Miller & Ersted,
2016). Leber (2014) en su estudio menciona que el cultivo presenta una sensibilidad del 12 -
60%, si el analisis se realiza al comienzo de la enfermedad (<2 semanas). Es decir, en el periodo
catarral de los sintomas donde existe mayor carga bacteriana, lo cual favorece al diagnostico

mediante cultivo.

Lee et al (2018) sefiala que en su estudio la sensibilidad del cultivo y la PCR disminuyeron del
70% y 80%, respectivamente, a un 10% y 21%, después de la segunda semana del inicio de los
sintomas. Mientras que Santos (2012) reporta que la sensibilidad del cultivo nasofaringeo en
su estudio fue del 11,35%, si la muestra era tomada en los primeros catorce dias del inicio de
los sintomas, lo cual coincide con lo esperado y lo descrito en la literatura; y so6lo 1,59% de los

casos fue positivo después de las primeras dos semanas de sintomas.

El tratamiento antibidtico previo a la obtencion del espécimen desempefia otro punto crucial
en el diagnostico ya que puede generar falsos negativos; sin embargo, en la deteccion mediante
PCR en tiempo real, este criterio no afecta los resultados, como lo explica Mahmoudi et al
(2018), donde el 80% de sus pacientes habian usado antibiotico previo al muestreo. En vista de
que ningln método para la deteccion de Bordetella spp. es 6ptimo en todas las fases de la
enfermedad, ha sido recomendado la combinacién del cultivo, PCR y serologia para reforzar

el sistema de vigilancia en la confirmacion de tosferina (Pinell-McNamara et al., 2017).

Puesto que las técnicas de PCR representan una alternativa muy prometedora para la deteccién
de Bordetella spp, la PCR en tiempo real ha sustituido a la PCR convencional debido a
innumerables ventajas, al ser la PCR en tiempo real al menos 10 veces mas sensible que laPCR
convencional, de acuerdo con estudios desarrollados por el CDC, pero la estandarizacion de
este metodo sigue siendo problematica (Kolodkina, 2013). Estudios como el de Fry et al (2004)
mencionan que la mejorar manera de garantizar la fiabilidad de los resultados de la PCR en
tiempo real se enfoca en determinar la calidad de las muestras extraidas, probar la inhibicion
de la PCR a través de un control interno y emplear muestras independientes o no relacionadas,

acorde a lo que se desarrollo en la presente investigacion.

El kit de amplificacion empleado se baso en la caracterizacion de dos secuencias, el gen 15481
y el gen 1S1001 para identificacion a nivel de especie del género Bordetella. Sin embargo, se

ha descrito en la literatura que la region 1S481 presenta una alta sensibilidad analitica, pero baja

59



especificidad (Sanden, 2006; Hasan, 2014). No obstante, Kolodkina (2014) describe en su
estudio que el ensayo multiplex en tiempo real mediante los genes 1S481 e 1S1001 proporciona
una forma efectiva para detectar y diferenciar entre Bordetella pertussis y Bordetella
parapertussis. Aungue Petridou et al (2018) en su estudio realiza la identificacion de especies
mediante dichos genes (1S481/1S1001), adicionalmente emplea el gen ptxA-Pr para la
confirmacion de especie en las muestras positivas. Incluso el CDC desarrolld un ensayo de
PCR multitarget para diferenciar entre Bordetella pertussis, Bordetella parapertussis y

Bordetella holmesii, a través de secuencias especie-especificas de cada una (CDC, 2016).

El gen 1S481 esta presente en 50 a 238 copias en Bordetella pertussis, lo que le hace un buen
candidato para el disefio de una PCR de alta sensibilidad (Aquino, 2011). Sin embargo, la
especificidad se reduce debido a la presencia de 1S481 en Bordetella holmesii y algunos
aislados de Bordetella bronchiseptica. Debido al alto nimero de copias de 15481 presentes en
Bordetella pertussis, el ECDC (2012) recomienda tomar en consideracion el nimero de ciclos
de PCR necesarios para que una reaccion cruce el umbral. Un valor alto de Ct puede ser un
verdadero positivo, indicativo de infeccion por Bordetella pertussis, pero también puede ser un
falso positivo, indicativo de contaminacion cruzada de ADN. En este estudio, se obtuvieron

muestras con un CP < 30, dentro de los rangos establecidos por la curva de estandares.

No obstante, los resultados de la amplificacién por PCR en tiempo real presentaron varias
incongruencias, dado que el 99% de las muestras resultaron positivas para Bordetella pertussis
al amplificar el gen 1S481, abriendo un sin nimero de interrogantes para descartar posibles
falsos positivos. Segun la normativa del proyecto de pertussis en Latinoamérica se evaluaron
los controles de extraccidn, controles no relacionados, controles negativos y positivos, a fin de
demostrar su validacién (CDC, 2017). Sin embargo, estudios apuntan que los resultados falsos
positivos se deben al blanco de identificacion, es decir el gen diana utilizado para la
diferenciacion de las especies de Bordetella, como describe Muyldermans et al. (2005) donde

ademas mencionan la falta de homogeneidad y estandarizacién de los protocolos de PCR.

Inicialmente, se discutio acerca de una muestra que fue positiva por PCR convencional para
los 2 genes de estudio, el gen 1S481 e 1S1001, siendo candidata a una posible co infeccion;
cuyo resultado por PCR en tiempo real probd lo obtenido, es decir la muestra fue positiva tanto
para Bordetella pertussis como para Bordetella parapertussis. Sin embargo, segun el inserto

del kit de amplificacién empleado en la técnica de PCR en tiempo real sugiere que, si una

60



muestra resulta positiva para ambos genes, puede ser co infeccion o sugestiva de Bordetella
bronchiseptica, lo cual corrobora Petridou et al (2018) en su estudio, reportando como
Bordetella bronchiseptica a aquellas muestras positivas para 1S481 e 1S1001. Esto se sospecha
dado que el genoma de Bordetella bronchiseptica contiene copias de la secuencia 15481, asi
como de la secuencia 1S1001 (Tozolova, 2012; van der Zee, et al., 2015); mientras que, el CDC
(2010) a través de una PCR multitarget identifica co-infeccion entre Bordetella pertussis y

Bordetella parapertussis cuando se expresan los genes 1S481, 1S1001 e ptxS1.

Worthington et al (2012) en su estudio demostré que la infeccion por Bordetella pertussis
aumenta la capacidad de Bordetella parapertussis para colonizar el mismo huésped originando
una infecciébn mixta. No obstante, aunque tanto Bordetella pertussis como Bordetella
parapertussis ocasionan manifestaciones clinicas similares, la diferenciacion a nivel de especie
es importante para conocer la situacion epidemioldgica del pais, puesto que la vacuna
disponible solo es activa frente a la toxina pertussis; es decir para Bordetella pertussis (Qin,
2015).
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5.2 CONCLUSIONES

La frecuencia de Bordetella pertussis detectada a partir de muestras nasofaringeas fue del 41%
mediante la técnica de PCR convencional, mayor a la frecuencia registrada por cultivo
microbiologico del 23%; mientras que Bordetella parapertussis no fue aislada por cultivo, pero
mediante PCR convencional y PCR en tiempo real se obtuvo un caso probable de co-infeccion

por ambos microorganismos.

De la misma manera, se registré mayor frecuencia de casos sospechosos de tosferina para el
rango de edad de 0 a 3 meses, que representa el 65% con predominio del sexo masculino con
un 55% y mayor nimero de casos notificados por parte de una Institucion de Salud Pediatrica
de la ciudad de Quito.

La relacién entre la técnica de cultivo y PCR convencional indica un aumento de sensibilidad
de la prueba molecular respecto al cultivo; asi la PCR convencional a través de la amplificacion
de los genes 15481, ptxA-Pr e 1S1001 revelan una sensibilidad del 79% y especificidad del 71%
para la deteccion de Bordetella pertussis y Bordetella parapertussis en comparacion con la

técnica de cultivo que presenta una tasa de recuperacion del 23%.

Se encontro relacidn estadisticamente significativa entre la fase de la enfermedad (paroxistica)
de 1 a 15 diasy la deteccion mediante cultivo; mientras que la deteccién por PCR convencional
no presento variacion debido a que el tiempo de inicio de sintomas y el analisis no superé los

22 dias, mostrando una distribucién normal.

Al ser Bordetella pertussis un organismo de crecimiento lento se necesitan ensayos que no se
basen s6lo en microorganismos viables, ya que la sensibilidad del cultivo se ve afectado por
una serie de factores como el estado de vacunacion, tratamiento antibidtico, etapa de la

enfermedad y tipo de muestra afectando el desempefio de este método.

En la evaluacion de los ensayos de PCR en tiempo real muestran una elevada sensibilidad en
la deteccion de minimas cantidad de ADN bacteriano a partir de muestras nasofaringeas, pero
también demuestra el alto riesgo de obtener falsos positivos debido al blanco de identificacion

0 por contaminacion cruzada.
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Si bien es cierto, a nivel mundial existen varios protocolos de PCR destinados a la deteccion
de especies de Bordetella, la implementacién de una prueba molecular tanto convencional
como en tiempo real necesita consolidarse dentro de un laboratorio de Referencia Nacional a

través de protocolos estandarizados que mantengan directrices definidas por el CDC.

Ademas, se requiere la amplificacion de 4 regiones del genoma 15481, ptxA-Pr, 1S1001 e
h1S1001 para mejorar la sensibilidad y especificidad del diagndstico molecular. En el contexto
de salud publica, se necesita de un alto grado de especificidad para evitar intervenciones

innecesarias e ineficaces.
No obstante, el diagnéstico del sindrome coqueluche o sospecha de tosferina debe residir en el

uso combinado de varios métodos diagnosticos, para lo cual se propuso el algoritmo

diagndstico de laboratorio basado en la practica y en la literatura.
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5.3 RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar estudios epidemiolégicos que permitan evaluar el estado de vacunacion
del paciente y administracion de antibidticos con la finalidad de determinar factores de riesgo

que afecten en la deteccion de Bordetella spp.

Dar continuidad con estudios posteriores acerca de la deteccion de dichos microorganismos
mediante pruebas seroldgicas, recomendadas para las fases tardias de la enfermedad que
permitan apreciar el estado inmunolégico de cada paciente. Asi como estudios de
caracterizacion de las cepas de Bordetella pertussis a traves de PFGE para evaluar clonalidad
de las cepas circulantes.

En cuanto a la fase pre analitica de recoleccién, toma y transporte de muestras es necesario que
el ministerio de salud publica adopte los criterios establecidos por el CDC, como organismo
regular para un adecuado manejo de los casos sospechosos de tosferina.

De igual manera, es necesario un estudio sobre el tipo de hisopos de alginato de calcio
empleados para el estudio de Bordetella spp. y analizar el grado de inhibicion de la PCR.
Ademas, para estandarizar la técnica de PCR en tiempo real es necesario contar con buenas
practicas de laboratorio en la preparacion de reactivos (mastermix), extraccion de ADN,
preparacion de la placa; asi como contar un kit de amplificacion multitarget validado para el

diagndstico de tosferina a través de la caracterizacion de varias secuencias de Bordetella.

Debido a la inminente necesidad y desafio que presenta el INSPI como Laboratorio de
Referencia Nacional para la confirmacion de tosferina se recomienda considerar la opcién del
algoritmo diagnostico de laboratorio propuesto y emplearlo en la vigilancia de la enfermedad,
cumpliendo las condiciones apropiadas para el procesamiento de las muestras y asi eliminar

las posibles interferencias que se presentaron en la presenta investigacion
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Anexo 1. Carta de aprobacion del trabajo de investigacion por el Comité de Bioética de
Investigacion en Seres Humanos de la PUCE

Pontificia Universidad
Catolica del Ecuador

Comité de Etica de la Investigacion en Seres Humanos

Quito, 07 de diciembre de 2017
Oficio-CEISH-397-2017

Senorita

Saidy Liceth Vasconez Noguera
Carrera de Bioquimica Clinica
Facultad de Medicina de la PUCE
Presente.

Estimada Srta. Vasconez:

El Comité de Etica de la Investigacion en Seres Humanos de la PUCE, en sesién del
16.11.2017, estudi6 el proyecto intitulado: “Identificacion de Bordetella pertusis y B.
parapertusis a partir de muestras nasofaringeas preservadas en el Instituto Nacional de
Investigacién en Salud Publica, mediante cultivo y CPR en tiempo real, 2018".

El proyecto esta bien presentado, por lo tanto, se aprueba.

Deseamos éxitos en su investigacion.
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Anexo 2. Protocolo de microbiologia para la identificacion de Bordetella pertussis y Bordetella

parapertussis mediante cultivo y pruebas microbiolégicas

1. Procesamiento de las muestras nasofaringeas
1.1. Inoculo de los hisopados nasofaringeos de la fosa derecha e izquierda en Agar
Regan Lowe mas cefalexina.
1.2. Siembra por agotamiento e incubar a 37°C en atmdsfera himeda.
1.3. Observar crecimiento cada 24 horas durante 7 a 10 dias.

2. Evaluacion de las colonias presuntivas en el medio de cultivo
2.1. Evaluar la morfologia macroscopica de las colonias como convexas, redondas bien
definidas, brillosas, similares a una gota de agua.
2.2.Evaluar la morfologia microscopica mediante tincién de Gram como coco-bacilos

gram negativos.

3. Verificacion a través de las pruebas microbiolédgicas
3.1. Prueba de oxidasa en disco
3.2. Prueba de catalasa
3.3. Siembra en Agar MacConkey
3.4. Siembra en medio de urea

4. Andlisis de los resultados para la diferenciacion entre especies de Bordetella

) Tincién de )
Test/ Especie Oxidasa Catalasa Urea MacConkey
Gram
Bordetella cocobacilo
+ + - -
pertussis gram (-)
Bordetella cocobacilo
- + + -
parapertussis gram (-)

5. Envio y almacenamiento de la cepa
5.1. Almacenamiento de la cepa en BHI+glicerol al 10% y en solucién de PBS a una
temperatura de -70°C.
5.2.Resiembra en un nuevo medio de Regan Lowe para el envio a Guayaquil, para su

confirmacion y notificacion de caso.
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Anexo 3. Protocolo de extraccion de ADN a partir de muestras nasofaringeas
Kit comercial: High Pure PCR Template Preparation Kit

Uso: Obtencion de ADN bacteriano para PCR en tiempo real

Tipo de muestra: Hisopado/Aspirado nasofaringeo suspendido en PBS

Lista de reactivos contenidos en el Kit

1. Tissue-lysis Buffer (1) Tapa blanca

2. Binding Buffer (1) Tapa verde

3. Proteinase K, lyophilizate (1) Tapa rosada

4. Washing Buffer (1) Tapa celeste

5. Inhibitor Removal Buffer (1) Tapa negra

6. Elution Buffer (1) Tapa transparente

Nota: Todas las soluciones son claras y no deben usarse cuando éstas se encuentren
precipitadas. Se debe calentar la solucion entre +15°C a +25°C 0 a 37°C en bafio maria hasta

que el precipitado se disuelva.
Lista de reactivos adicionales

1. Etanol absoluto
2. lIsopropanol absoluto

Preparacion de soluciones de trabajo

Reactivo Reconstitucion/Preparacion Almacenamiento
Proteinasa K Disolver en 4,5mL de H2O destiladay | Almacenar las alicuotas de
(vial3; Tapa mezclar bien -5°Ca-25°C
rosada) Preparar alicuotas de 40 pL
Inhibitor Removal ) Almacenar las alicuotas de

) Afadir 20 mL de etanol absoluto y
Buffer (vial 5; ) +5°C a +25°C
mezclar bien (rotular con fecha ) ]
Tapa negra) Estable hasta Julio 2018
Buffer de lavado Afiadir 40 mL de etanol absoluto a Almacenar las alicuotas de
(Vial 5; Tapa cada frasco y mezclar bien (rotular +5°C a +25°C
celeste) con fecha) Estable hasta Julio 2018
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PREPARACION DE LA MUESTRA

o g~ w Dh e

Pasar por vortex cada muestra (suspension de HNF derecho e izquierdo), por 1 minuto.
Trasvasar la suspension del HNF derecho a la suspension del HNF izquierdo.
Centrifugar a 13,500 RPM por 5 minutos.

Desechar el sobrenadante hasta obtener un volumen superior a 200 L.

Pasar por vortex por 3 minutos, hasta homogenizar completamente.

Trasvasar 200 pL del tubo primario a un tubo eppendorf estéril. (Punto de partida para
la extraccion). Almacenar a -20°C.

Esterilizar la cabina de bioseguridad para iniciar el proceso de extraccion.

Antes de iniciar tomar en cuenta lo siguiente:

1.

Dejar armando y rotulando las columnas, insertar el tubo con filtro en el tubo de
coleccion.

Preparar los tubos eppendorf para el ADN, rotulado con el codigo respectivo.

Tener el material necesario (pipetas, puntas, tubos falcon, tubos de 1,5 ml, marcadores)

y esterilizar con luz UV por 10 minutos.

LISIS DE LA MUESTRA'Y ADN BINDING

o a k~ w e

200 pL de la muestra mas 5 pL de lisozima e incubar a 37°C por 15 minutos.
Afadir 200 pL de Binding Buffer mas 40 uL de Proteinasa K.

Mezclar inmediatamente por vortex e incubar a +70°C, durante 10 minutos.
Afiadir 100 pL de Isopropanol y mezclar bien por vortex.

Pasar el volumen de la muestra dentro de la columna (ver la nota).

Centrifugar por 1 minuto a 11,100 rpm

LAVADO Y ELUCION

7.

8.
9.

Después del centrifugado, descartar el tubo de coleccion y colocar un nuevo tubo de
coleccion.

Anadir 500 pL de Inhibitor Removal Buffer (tapa negra)

Centrifugar por 1 minuto a 11,100 rpm

10. Descartar el tubo de coleccion y colocar un nuevo tubo de coleccion.
11. Afadir 500 pL del Wash Buffer (tapa azul)
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12.
13.
14.

15

17.
18.

19.
20.
21.

Centrifugar por 1 minuto a 11,100 rpm
Descartar el tubo de coleccion y colocar un nuevo tubo de coleccion.
Afadir 500 pL del Wash Buffer (tapa azul)

. Centrifugar por 1 minuto a 11,100 rpm y descartar solo el liquido del tubo colector.
16.

Centrifugar por 10 segundos a maxima velocidad, 14,000 rpm. (Este paso adicional de
centrifugado permite remover el residuo de Wash Buffer).

Descartar el tubo de coleccion y colocar sobre un tubo eppendorf estéril para el ADN.
Afadir 200 uL de Buffer de Elucion (tapa transparente), precalentado a +70°C a cada
muestra.

Centrifugar por 1 minuto a 14,000 rpm

Desechar el filtro de la columna.

Almacenar el tubo eppendorf que contiene el ADN a -20°C y sellar con papel parafilm.
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Anexo 4. Protocolo de amplificacion para la deteccion de Bordetella pertussis y Bordetella

parapertussis mediante PCR en tiempo real

ETAPA I: Preparacion de reactivos

1.
2.

Limpieza de la cabina de bioseguridad con alcohol y ARNasas (&rea blanca)

Colocar el material necesario

Material Estado
Puntas de 0,2-10 pL

Puntas de 2-20 pL

Puntas de 20-200 pL

Guantes 2 pares

Tubos de 600 pL y tubos de PCR

Marcador Sharpie

Z
o

Agua molecular marca Promega (RAM)

0 Nl O O & W N B

Gradillas, frasco cortopunzante

UV durante 20 min. Nota: No se debe trabajar con luz

Preparacion de la master mix Roche (Taq Man):

4.1. Descongelar un vial 1B (tapa transparente) “Reaction mix”.

4.2. Brevemente centrifugar el vial 1B (tapa transparente) “Reaction mix” y el vial 1A
(tapa roja) “Enzyme”, luego colocar los viales de nuevo en hielo.

4.3. Pipetear 60 pL del vial 1B (tapa transparente) al 1A (tapa roja).

4.4. Mezclar pipeteando de arriba abajo (no vortex).

4.5. Re identificar el vial 1A (tapa roja) con el nuevo rotulo que viene en el kit (vial 1:
LightCycler FastStart DNA Master HybProbe y almacenar a -20°C.

Afadir 66 pL de Agua molecular al tubo de tapa verde (primers, sondas), homogenizar

con pipeteo, dejar reposar por 15 minutos y realizar 2 alicuotas.

Afadir 66 pL de Agua molecular al tubo de tapa blanca (primers, sondas y DNA de IC),

homogenizar con pipeteo, dejar reposar por 15 minutos y realizar 2 alicuotas.

Afadir 40 pL de Agua molecular a cada estandar y mezclar pipeteando 10 veces de arriba

abajo para homogenizar (realizar 4 alicuotas de 10 uL).

Afadir 40 pL de Agua molecular al tubo de tapa transparente (control +) y mezclar

pipeteando 10 veces de arriba abajo, concentracion final: 10° por cada 5 pL (evitar
descongelar a repeticion, se recomienda realizar alicuotas)
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9. Almacenar los reactivos a -20°C

ETAPA I1: Preparacion de Master Mix

1. Limpieza de la cabina de bioseguridad con alcohol y ARNasas (area blanca)

2. Colocar el material necesario

Z
o

Material

Estado

Puntas de 0,2-10 pL

Puntas de 2-20 pL

Puntas de 20-200 pL

Guantes 2 pares

Tubos de 600 pL

Marcador Sharpie

Agua molecular marca Promega

O N O O B~ W N -

Gradilla refrigerada

9 Frasco cortopunzante

3. UV durante 20 min

4. Determinar el nUmero de muestras a procesar.

5. Realizar célculos para preparacion de la Master Mix segun el volumen de muestras.

Reactivos Presentacion 1x . ¢ . ¢
H20 grado molecular | Tapa transparente (2)| 6.6
Mg?* Tapa azul (1) 2.4
) Tapa verde
Primers y sondas o 2.0
(reconstituido)
Tapa blanca
IC o 2.0
(reconstituido)
Master ROCHE Tapa Roja (vial 1) 20
(TagMan) (preparado) '
ADN Tubo eppendorf | 5.0
TOTAL 20 pL
Nota: El IC se puede sustituir con 2 puL de agua molecular.

6. Homogenizar correctamente, spin y transferir 15 yL para cada pocillo a utilizar
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ETAPA I111: Dispensar ADN

1. Limpieza de la cabina de flujo laminar con alcohol y ARNasas (Laboratorio de Influenza

INSPI)
2. Colocar el material necesario
N° Material Estado
1 Puntas de 0,2-10 puL
2 Puntas de 2-20 pL
3 Puntas de 20-200 pL
4 placa de PCR
5 Sellador FLU
6 Sellante (plastico)
7 Guantes
8 Marcador Sharpie
9 Agua molecular FLU
1. Preparar los ADN para dispensar
2. Afadir 5 pL de ADN de muestra, STD o controles
3. Dispensar segun el siguiente rotulado:
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

I | T m| Ol O @ >»

4. Unavez dispensado el ADN, sellar la placa y asegurar.

5. Colocar en hielo hasta introducir en el equipo.
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Anexo 5. Formulario de notificacion y cierre de caso EPI 1 individual del MSP (Anverso)

MINISTERID DE SALLD POSLICA
DRECEKIN NADONAL BE VIGILANELA EMOEMEILOGICS
SIVE- ALERTA HOTIFCADEN ¢ CIERAE DE CASD
EP1 1 - Individual SEMANA EFIDEMIOLOGICA
1. Institucides | m5P [ 1685 ] #ran | Pow| 056 | MEC | D85 | PRIV [ONG . Nowmnbre Unidad gue notifiea:
=
=
E |5 uticacite Uniced | | | |
E Provircia Caridin Parroquia
E 4. Fecha de atendidn | | 5. Nombre de guien ratifica
dia mes  aiio
6. Nombre | | | 7.Nocedooumentoce [ 1 ] | ] 1 1 | 1 | |
Frirrer Rgadidc: Saperaka apeli Priarnont e soibie identilicacidn
B. hdmero de Expediente  Historia clinica 5. Nacianalidad
o [rosen 1 [ 11, Fecha de nacimienta: . | 12 Edad en: _
5 Hombre  Mujer dia  mes  afo A Meses  Dias
a
% |13 Lugar residencia: | | |
-} Prowincia Cantén Parroguia
a
o
14. Direccidin exacta Telf:
Burric, kxtablad
15. Lugar probatle de
infeceidn:
»
E 16 Fecha de inicia de srtomas I | 17. Diagndsticn inicial:
; dia mes  afo R ——
]
2 |ig Embarazada : s v [] 19, Semanas de Gedashn:
=
£
g Fecha toma
2 o0 Muestra e lanoratuio s [ we [] 21, Tipo de muestra g2 | mes | ame
B L
g 21 Nombre ¢ ubicacide del labaratona 2.
i 3.
£
Fecha recepcitn Muestra adecuada Fecha de pracesamienta Fecha entrega Resultada
23. Tipo 88 muestra dla Mes afio 5| 1] dla mes afio dia mes EL
1
-
i
3
= |pemesutado  poste [ megathvo [ oudeso [ | 25 Resultado {agente) Il_ I
£
(Observaciones: | |
5 IIBLSereaIIﬂSInvestigal:idn % I:[ Mo I:
EY]
g
gg 27.Fecha de Irvestigaddn | I 2B. N2 Contactos sintomaticos I:
= dia mes  aflo
E 28, Evoluciin del caso Amibulatoris 30. Condicitn final del caso Vivp
§ Hespitalizacidn Con Discapacidad
3 uci Muerta
£
L 31 Ferha de fallecimiznto | | | |
dia mes afio
g |32 Clasificacién final casor Confirmado D Descartado : No condluyente :
3
§ 33. Confirmada por Leborataria D 34. Diagdstico final
= Clinico D 35 Fecha derre casa
- a [ ano
Mexo epld. D 3B Nombre responsable epld.:
DESERVACIONES:

1 Formulario con 3 copias una oniginal y dos Copias QUIMESIS CoN la siguiente distrisuckdn
‘Original para seguimients de Epidemidioge
‘Copla 1 funciona como pedido de laboratono
‘Copla 2 Historb clindca

X a Enelaplicativo informatico estos datas son generados automaticamente por el sistema, al momento del ingresa de datos.
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(Anverso)

Grupo Mombre Cidigo CIE-10 *Diagndstico como llega a la sospecha
Diarreico agudo con deshidratacidn grave u otras complicaciones .50 Clinico
Febril eruptivo no vesicular (exantematico) EFENY R.Z1 Clinico
w Febril lctérico agudo .51 Clinico
E Febril Hemorragico Agudo .53 Clinico
12» Febril lctérico hemarrdgico Aguda Clinieo
P Meningeo Encefilico G049 Clinico
Pardlisis flacida aguda .54 Clinico
Infecciones respiratorias agudas bajas graves inusitadas Clinico
Grupo Erfermaed ad Cidigo CIE-10 *Diagndstico como desra el caso
Difteria AZED =-> AZED Labaratorio - *nexo epidemidlogico
Meningitis Meningooocica azo.of (Go1*) Laboratorio - *nexo epidemidlogico
4 | Paliomielitis Apuda AB0D0 <-> ABOLS Laboratorio
’E Rubéola Bo6.01 <> BOGS Labaoratorio - *nexs epidemidiogico
o
] Rubedla congénita P 35.0 Clinico
E," Sarampidn Bos.0f <> BOS.9 Labaratorio - *nexn epidemidlogico
E Tétanos Neonatal a33 Qinica
£ | Tosferina A3T D =-> A3TY Labaoratorio - *nexn epidemidlogico
Brucelosis A2 0 <-> AZ39 Labaratorio - *nexo epidemidlogico
Leptospirosis A2T7.0 === AZTD Labaratorio - *nexo epidemidiogico
w
2 Meningitis Eosinofilica BE3.2 Laboratorio
E Peste AZ20.0 =-= AZ0.9 Laboratorio
=3
3 Contactos con y exposicidn de Rabia 7203 Clinico
Rabia Rabia Hurmana Urbana AB21 Laboratorio
Rabia Humana Selvitica AB2.0 Laboratorio
Apudo B57.0 <-= B57.1 Laboratorio
Chagas
= Crdnica B57.2 <-» BS7.S5 Laboratorio
E‘. con signos de alarma ASD Laboratorio
] Dengue
3 Grave Al Laboratorio
E Fiebre Amarilla A95.0 <> AS5.9 Labaratoric
el esishmaniasis Mucocutdnea 3 Labaratoric
& Leizh iasis M ta B55.2
ey Leishmaniasis Visceral B5S5.0 Laboratoria
"
.'g Oncocercosis B73 Laboratorio
E Malaria no complicada por Plasmodium Vivas B51.9 Laboratorio
=
E Malaria Malaria no complicada por Plesmodium Faleiparum B50.0 Laboratorio
Malaria Complicada por Plasmodium Falciparum B50.0 <-> BS0D9 Laboratorio
ETAS | Cdlera ADD.O <> ADD.9 Laboratorio - *nexo epidemidlogico
Evento inusitado Laboratario
bt .
E Antrax A220<->A229 Laborataria
E. Ebola A98.4 Laboratario
E del Nilo Occidental A92.3 Laboratario
% E Encefalitis Equina Venezolana A92.2 Laboratorio
"
% § Equina del Este AB32 Laboratorio
= - -
& E | Fiebrede Lassa ADE.2 Laboratario
B =
i E [ Hantavirus £98.51 - B 33.4t (117.1%) Laborataria
s Inllluenza debida a virus de la influenza de origen aviar y de otro origen 109 Laboratorlo
8 animal
k=
E Sindrome Respiratorio Agudo Severo U 04 Laboratorio
Wiruela BO3 Laboratario
o § Efecto toxico por alcohol metilico T51.1 Clinico - Laboratorio
=
® % | Intoxicacion de plaguicidas T60.0 <—> T60.9 Clinico - Laboratorio
i1
* | Mordedura de serpientes T63.0 Clinico
o E Tuberr_ul.ulasis del pulmdn, confirmada por. halla%go microscopico A15.0 Laboratario
T del Bacilo Tuberculoso en esputo con o sin cultiva.
=]
] .
E E Tuberculosis | Tuberculosis del pulmdn, confirmada unicamente por cultivo. A 151 Laboratorio
= oo
L] Tuberculosis del pulmdn, con examen bacterioldgico e
= upercsnss Tle’ pu e o A16.0 Clinica
w histoldgica negativo

Todos estos sindromes y enfermedades requieren la aplicacidn de la Ficha de investigacidn.
Se utilizard el nexo epidemioldgico de ocuerdo a la definicidn de caso de cada enfermedad.
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Anexo 6. Modelo de formulario para la vigilancia de tosferina

INFORMACION DEL PACIENTE

Nombre: Sexo: Fecha de nacimiento: Etnia:
HISTORIA CLINICA DEL PACIENTE

Fecha de inicio del primer sintoma: __ / [/

¢Presencia de alguna de las siguientes complicaciones?

Ataques de apnea SI__ NO_ NC__ Convulsiones SI__ NO_ NC__
Hemorragia conjuntival SI__~ NO__ NC__ Neumonia SI__ NO__ NC__
Muerte SI_ NO_ NC__ SI, Fechade muerte /[

Indicar si el paciente es:
__Diagnosticado de enfermedad respiratoria crénica (incluida asma)
__ Diabético

__ Diagnosticado de enfermedad cardiaca crénica
__Embarazada

__Inmunocomprometido

__Diagnosticado de otra condicién. Por favor, especificar

¢ El paciente fue ingresado en el hospital?
SI__ NO_ NK __ SI, ¢En qué hospital?
Fecha deingreso: [/ [/ Fechadealta: / [/

HISTORIA DE VACUNACION DEL CASO. Favor completar la tabla cuanto le sea posible

¢ Cuantas fueron las dosis de la vacuna de tos ferina antes de la aparicion de los sintomas?
1 2 3 4 NC

Fecha d‘?,la Nomblje Fabricante Numero de lote
vacunacion comercial
1ra dosis
2da dosis
3ra dosis
4ta dosis
INFORMACION MATERNA
Fecha de nacimiento: _ / [/
Paridad (a término e incluido este parto):
Semanas de gestacion al parto:
¢Fue la madre vacuna contra tos ferina durante este parto? SI__ NO__ NC__

SI, Indique el nimero de semanas de gestacion al momento de vacunacion:
Fecha de vacunacién: _/ [

Nombre comercial/ fabricante: N° de lote:
¢El paciente ha tenido contacto con algun caso o sospechoso de Tosferina en el mes antes del inicio de los sintomas?
1. Algun contacto confirmado de pertussis SI __ NO__ NK __

Sl, ¢ Donde sucedi6 el contacto?
Casa__ Patio de juegos Escuela__ Trabajo__ Hospital Otro__

Sl, ¢Quién fue el contacto?
Madre Padre Hermano Otro__

2. ¢Qué edad tenia el/los contacto/s (afios)?

<1l 1-4_ 59 10-14 15-44 >45_
Completado por (favor escribir en letra imprenta): Numero de teléfono:
Fecha: Posicién/ cargo:

Fuente: Public Health England, 2016
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Anexo 7. Experimentos de la amplificacion por PCR en tiempo real en el LightCycler 480 Il

EXPERIMENTO N° 1

Amplification Curves
— A1:CNKIT — A3: BP16-98 — A4: BP16-110 — AS5: BP16-125 AB: BP17-004
— AB: BP16-99 — A10: STD3PER — A12:CPTAQ — C1: CNEXT — C3: BP16-98
— (C4: BP16-118 — C5: BP168-130 - C8: BP17-011 — (8: BP16-109 — C10: CP PER
— E3: BP16-102 — E4: BP16-117 —— E5: BP16-131 E6: BP17-013 — E8: BP16-113
—— E10: STD 3 PARA — G3; BP16-105 — (4: BP16-118 — G5: BP16-132 - G6; BP17-014
— G8: BP16-124 — G10: CP PARA

11318,
10318,
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2318,
1318
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50

T
5 10 15 20 25 30 35 40 45
Cycles
Melting Curves
— A1:CNKIT — A3: BP16-96 — A4: BP16-110 —— AS: BP16-125 AB: BP17-004
— AS8: BP16-99 —— A10: STD3 PER A12: CPTAQ — C1:CNEXT —— C3: BP16-98
—— C4: BP16-116 —— C5: BP16-130 C6: BP17-011 —— C8: BP16-109 — C10: CPPER
— E3: BP16-102 — E4: BP16-117 — ES: BP16-131 E6: BP17-013 —— E3: BP16-113
—— E10; STD 3 PARA — G3: BP168-105 —— G4: BP16-118 —— (5: BP168-132 — GB: BP17-014
—— G8: BP16-124 — G10: CP PARA
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§ 7.318]
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EXPERIMENTO N° 2

Amplification Curves
— A1T:CNKT —— A3: BP16-98 — A4: BP16-110 — A5: BP16-125 AB: BP17-004
—— A8: BP16-99 — A10: STD3 PER A12: CPTAQ — C1.CNEXT — C3: BP16-98
—— C4: BP16-116 — C5: BP16-130 C6: BP17-011 —— C8: BP18-109 —— C10: CP PER
— E3: BP16-102 — E4: BP16-117 —— E5: BP16-131 E6: BP17-013 — E8: BP18-113
—— E10: STD 3 PARA — G3: BP16-105 — G4: BP16-118 — G5: BP16-132 - GB: BP17-014
— G8: BP16-124 —— G10: CP PARA
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— C4:BP16-118  — C5: BP16-130 C6:BP17-011  — CB:BP16-109  — C10: CPPER
—E3:BP16-102 — E4:BP16-117  — E5: BP16-131 E6:BP17-013  — EB: BP16-113
— E10: STD3PARA — G3: BP16-105 — G4:BP16-118  — B5: BP16-132 -~ G6: BP17-014
— G8:BP16-124 — G10: CPPARA
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EXPERIMENTO N° 3

Amplification Curves
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